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SEQUENCES PEPTIDIQUES SPECIFIQUES DES STADES 
HE PAT I QUE S DE P. FALCIPARUM PORTEUSES D' EPITOPES 
CAPABLE S DE STIMULER LES LYMPHOCYTES T. 

Les parasites responsables du paludisme chez 
1'homme, dont notamment Plasmodium falciparum ou 
Plasmodium vivax pour ne citer que les principaux 
d'entre eux, pr6sentent chez I'hote humain des 
morphologies diff6rentes et expriment des antigenes 
differents en fonction de leur localisation dans 
l'organisme de I'hote infecte, Les differences 
morphologiques et antigeniques de ces parasites au 
cours de leurs cycles de vie chez 1'homme, permettent 
de definir au moins guatre stades de developpement 
distincts. 

Le tout premier stade de developpement du 
parasite chez 1'homme correspond a la forme 
sporozoite introduite dans le sang de I'hote, par 
piqures d'insectes porteurs du parasite, Le second 
stade correspond au passage du parasite dans le foie 
et a 1' infection des cellules hepatiques dans 
lesquelles les parasites se developpent pour former 
les schizontes hepatiques qui liberent par eclatement 
les merozoites hepatiques • Le troisieme stade est 
caracterise par 1' infection des erythrocytes sanguins 
par les formes asexuees (merozoites) du parasite ; ce 
stade erythrocytaire de developpement du parasite 
correspond a la phase pathogene de la maladie. 

Le quatrieme stade correspond a la formation des 
formes sexuees (ou gametocytes) qui deviendront les 
gametes extra-cellulaires chez le moustique. 

On sait que de nombreuses etudes ont ete 
entreprises pour isoler a partir des souches de 
parasites infectantes pour un hote humain des 
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fractions polypeptidiques, d'une part pour assurer le 
diagnostio in vitro du paludisroe par detection des 
anticorps correspondants, et, d' autre part, pour 
tenter de vacciner contre le paludisme. 

Par exemple, des banques de cADNs (ADN 
complementaires) clones derives des sporozoites de 
Plasmodium falciparum ont ete etablies par ENEA et 
coll (1984) Science, vol, 225, 628-630. II a ete 
reconnu que ces banques comportaient des clones 
susceptibles d'exprimer des polypeptides 

immunog^niques contenant des unites repetitives de 4 
acides amines specif iques de 1'antigene 

circumsporozoitaire (de P. falciparum ) . 

Toutefois, peu de travaux ont et6 effectues sur 
les formes hepatiques des parasites responsables du 
paludisme. La morphologie des formes hepatiques a ete 
decrite pour la premiere fois en 1948 a partir de 
biopsies de volontaires humains infectes (Trans. Roy. 
Soc. Trop. Med. Hyg. , 41, 785 (1948)). Un antigene 
specifique du stade hepatique de P. falciparum a pu 
etre decrit dans le foie de singes d'Amerique du Sud 
insensibles aux formes sanguines du parasite, mais 
chez lesquels les formes hepatiques peuvent se 
developper (Am. J. Trop. Med. Hyg., 32, (3) 336-341 
(1984)). 

La detection de la localisation des antigenes 
sp6cif iques du parasite lorsqu'il est au stade 
hepatique (ci-apr6s d6signe par LS antigfenes pour 
"Liver Stage" antigenes) a ete r6alisee par 
immunofluorescence tout au long des etapes de 
maturation du schizonte. lis sont localises a la 
peripherie du parasite de taille 5 a 40 microns ; par 
la suite ils sont distribues entre les cytomeres ou 
paquets de merozoites, lorsque les schizontes 



atteignent entre 50 et 100 microns. lis se 
distinguent des antigfenes de surface des sporozoites 
et des antigenes partag6s par les schizontes du sang 
et du foie qui donnent une image d' immunofluorescence 
interne au parasite. 

Bien qu'il soit desormais possible de cultiver 
des formes hepatiques de P. falciparum dans des 
hepatocytes humains (Science, 227, 440 (1985)), le 
faible taux d'obtention de formes matures du parasite 
par les methodes de culture in vitro et in vivo ne 
permet pas 1' analyse biochimique de 1'antigene 
produit au stade hepatique. 

II a egalement ete observe que les individus 
atteints de paludisme possedent un taux d'anticorps 
diriges contre les LS antigenes tres eleves. Les LS 
antigenes semblent etre des immunogenes tres 
puissants, parmi les plus puissants de tous les 
antigenes synthetises aux differents stades 
de developpement du parasite. 

Un des buts de la presente invention est 
precisement de disposer de nouvelles compositions 
pour la vaccination chez l'homme contre le paludisme 
provoque par P. falciparum . 

L' invention a egalement pour objet le diagnostic 
in vitro de 1' infection d'un individu par P^ 
falciparum dans des conditions plus sensibles que ne 
le permettent les methodes actuelles. 

Une molecule exprimee specif iquement au cours de 
la phase hepatique a ete identifiee par criblage avec 
des serums polyclonaux d ' une banque d ' ADN genomique 
clonee dans un vecteur d' expression ( GUERI N -MARCHAN D , 
C. et al ; Nature, 329, 164-167,(1987)). Cette 
molecule represente une partie d'un antigene appele 
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LSA (Liver Stage Specific antigen) , et est constitute 
de motifs rep6titifs de 17 acides aminds et semble 
trfes immunogene dans les conditions naturelles 
d' exposition a la maladie. 

Ces motifs repetitifs de 17 acides aminds sont 
repr6sentes par la formule : 

Leu-Ala-Lys-Glu-Lys-Leu-Gln-X-Gln-Gln-Ser-Asp-Leu- 
Glu-Gln-Glu-Arg 

dans laquelle X est Glu ou Gly. 

L' invention a pour objet des sequences 
peptidiques specifiques des stades hepatiques de 
P« falciparum porteuses d' epitopes capables de 
stimuler les lymphocytes T (en particulier les 
lymphocytes T cytotoxigues) • 

L' invention concerne plus particulierement des 
molecules, ou compositions peptidiques ou 
polypeptidiques, caracterisees par la presence dans 
leur structure d'une ou de plusieurs sequences 
peptidiques porteuses de tout ou partie d'un ou 
plusieurs epitope (s) T (epitopes impliques dans la 
stimulation des lymphocytes T) , et le cas echeant 
d'autres epitopes, notamment des epitopes B (epitopes 
correspondant aux anticorps produits par des 
lymphocytes B) , caracteristiques des proteines 
resultant de 1'activite infect ieuse de P. falciparum 
dans les cellules hepatiques. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux 
dessins dans lesquels: 

- la figure 1 represente une proteine recombinante de 
316 acides amines de 1' invention, designee ci-apres 
par antigene 536 ou proteine LSA-R-NR, 

- la figure 2 fournit la sequence nucl6otidique d'un 
des acides nucleiques recombinants etudies (clone 
DG536) et codant pour le polypeptide LSA-R-NR, 



- la figure 3 repr^sente un polypeptide de 151 acides 
amines de 1' invention, d6sign6 ci-apres par antigfene 
729S, 

- la figure 4 correspond k la sequence nucleotidique 
du clone DG729S codant pour le polypeptide de la 
figure 3 (adaptateurs Eco RI en gras) * 

Ainsi la presente invention concerne toute 
molecule, ou composition polypeptidique, coiaportant 
au moins une sequence peptidique porteuse de tout ou 
partie d'un, ou plusieurs, epitopes caracteristiques 
d'une protdine produite dans les hepatocytes infectds 
par P. falciparum , et plus particulierement porteuse 
de tout ou partie d'un ou plusieurs epitope (s) T des 
prot6ines produites au stade hdpatique de 
P. falciparum , caracterisee en ce que cette sequence 
peptidique est representee par tout ou partie de 
l'enchainement d' acides amines suivant : 

RKADTKKNLERKKEHGDILAEDLYGRLEIPAIELPS 
ENERG Y Y I PHQS S LPQDNRGNSRDS KE I S I IEKTNR 
ESITTNVEGRRDIHKGHLEEKKDGSIKPEQKEDKS 
cet enchainement d' acides amines etant, le cas 
echeant, precede par toute ou partie d'un ou 
plusieurs des enchainements de 17 acides amines de 
formule : 

X ! DLEQX 2 RX3AKEKLQX4 QQ 
QX1DLEQX2RX3AKEKLQX4Q 
QQX!DLEQX2RX 3 AKEKLQX4 
X4QQX1DLEQX2RX3AKEKLQ 
QX4QQXXDLEQX2RX3AKEKL 
LQX4QQX1DLEQX2RX3AKEK 
KLQX4QQX1DLEQX2RX3AKE 
EKIiQX4QQX 1 DLEQX 2 RX 3 AK 
KEKLQX4QQX1DLEQX2RX3A 
AKEKLQX4 QQX 1 DLEQX2 RX 3 
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X 3 AKEKLQX 4 QQX 1 DLEQX 2 R 
RX 3 AKEKLQX 4 QQX 1 DLEQX 2 
X2RX3AKEKLQX4QQX1DLEQ 
QX 2 RX 3 AKEKLQX4 QQX 1 DLE 
EQX 2 RX 3 AKEKLQX 4 QQX 1 DL 
LEQX2RX3AKEKLQX4QQX1D 
DLEQX2RX3 AKEKLQX4 QQXx 

dans laquclle : 

. Xx est "Ser" ou "Arg" , 

• X 2 est "Glu" ou "Asp", 

. X 3 est "Arg" ou "Leu", 

. X 4 est "Glu" ou "Gly" . 
Ainsi la presente invention concerne notamment 
la sequence peptidique representee sur la figure 1. 
Cette sequence est constitute de 316 acides amines. A 
l'extremite 5' se trouvent 2 09 acides amines 
organises en repetitions de 17 acides amines 
repondant aux formules indiquees ci-dessus. Du cot6 
3', on trouve une partie non repetee de 107 acides 
amines . 

L' invention concerne plus particulierement tout 
polypeptide caracterise par tout ou partie de 
l'enchainement d' acides amines suivant : 

LQEQQRDLEQRKADTKKNLERKKEHGDI LAE DLYGRLE I PAI ELPSENERGY Y 
IPHQS S LPQDNRGNS RDS KEISI I EKTNRE S ITTNVEGRRDI HKGHLEE KKDG 
S I KPEQKE DKS 

Un polypeptide prefere de 1' invention est 
represents par tout ou partie de 1 'enchainement 
d' acides amines suivant : 

DTKKNLERKKEHGDI LAE D L YGRLE I P 
(ce polypeptide etant designe ci-apres par 
1 'expression LSA-NR (LSA-non repete) , ou encore par 
toute sequence issue de l'enchainement precedent et 
modifiee par substitution de 40 % maximum des acides 



amines et conservant son activite physiologique telle 
que 1' induction d'une reponse des lymphocytes T en 
particulier des lymphocytes T cytotoxiques. 

Une autre molecule polypeptidique 

particulierement preferee de 1' invention est 
caracterisee par tout ou partie de 1 'enchainement 
d'acides amines suivant : 

ERRAKEKLQEQQRDLEQRKADTKK 
(ce polypeptide etant designe ci-apres par 
1' expression LSA-J, ou LSA-jonction, car il est situ<§ 
a cheval entre la partie repetee et la partie non 
repetee de la molecule representee sur la figure 1) . 

Ces deux derniers polypeptides sont plus 
particulierement avantageux en raison de leur 
amphipaticite les caracterisant , ainsi que de leur 
conformation tridimensionnelle selon des predictions 
r6alis6es par la technique de Chou et Fassmann. 

L' invention a egalement pour objet toute 
molecule, ou composition polypeptidique, comportant 
au moins une sequence peptidique porteuse de tout ou 
partie d'un ou plusieurs epitopes caracteristiques 
d'une proteine produite au niveau des stades 
sporozoite, hepatique et sanguin (erythrocytaire) de 
P. falciparum , et plus particulierement porteuse d'un 
ou plusieurs epitopes T, caracterisee en ce que cette 
sequence peptidique est representee par tout ou 
partie de 1 'enchainement d'acides amines suivant : 
RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVEEKVE 
ES VEENDEES VEENVEENVEENDDGS VASS VEES I AS S VDES I DSS IEENVAP 
TVEEIVAPTVEEIVAPSWEKCAPSVEESVAPSVEESVAEMLKER 
represents sur la figure 3 et designe ci-apres par le 
polypeptide 729S. 
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L' invention a plus particulierement pour objet 
la sequence en acides amines issue de la sequence 
prdc6dente et caractdrisee par tout ou partie de 
1 'enchainement d' acides amines suivant : 
RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHN 

D'une maniere generale, par toute ou partie 
d'une sequence peptidique de 1' invention, on entend 
tout enchainement comprenant au moins 4 a 5 acides 
amines jusqu'au nombre maximal d'acides amines des 
sequences d6crites ci-dessus. 

II va de soi que les fonctions reactives libres 
que sont susceptibles de posseder certains acides 
amines entrant dans la constitution des molecules 
selon 1' invention, notamment les groupes carboxyles 
libres portes par les groupes Glu ou par l'acide 
amine C-terminal, d'une part, et/ou les groupes 
libres portes par l'acide amine N-terminal ou par des 
acides amines interieurs a la chaine peptidique, par 
exemple Lys, d' autre part peuvent etre modifiees, des 
lors que cette modification n'entraine pas une 
modification des proprietes antigeniques, le cas 
6cheant immunogenique, de 1' ensemble de la molecule. 
Les molecules ainsi modifiees entrent naturellement 
dans le cadre de la protection donnee a 1' invention 
par les revendications. Ces fonctions carboxyles sont 
eventuellement acylees ou esterifiees. 

D'autres modifications entrent egalement dans le 
cadre de 1' invention. En particulier, les fonctions 
amine ou ester, ou les deux a la fois, des acides 
amines terminaux peuvent etre engagees elles-memes 
dans des liaisons avec d'autres acides amines. Par 
exemple l'acide N-terminal peut etre li6 a une 
sequence comprenant de 1 a plusieurs acides amines 
correspondant a une partie de la region C-terminale 



d'un autre peptide conforme a la definition qui en a 
ete donnee plus haut, ou vice-versa. 

II va de soi egalement que toute sequence 
peptidique issue de la modification, par substitution 
et/ou par addition et/ou suppression d'un ou 
plusieurs acides amines, d'une des sequences 
peptidiques decrites ci-dessus, entre dans le cadre 
de la protection donnee a 1' invention par les 
revendications, des lors que cette modification 
n'altere pas les proprietes antigeniques ou 
immunogeniques des polypeptides de 1' invention, 
notamment lorsque ces proprietes immunogenes ont ete 
renforcees de facon adequate, par exemple par 
association de ces polypeptides avec un adjuvant 
immunologique approprie (par exemple un 

muramylpeptide) ou par couplage avec une molecule 
porteuse de poids moleculaire plus eleve (par exemple 
une serum-albumine ou une poly-lysine) ou une toxine 
du type tetanique ou un autre antigene de 

P. falciparum . 

Plus particulierement, 1' invention concerne 
toute sequence peptidique derivee des sequences 
peptidiques sus-mentionnees , et presentant des 
modifications par substitution de 4 0 % au maximum des 
acides amines tout en conservant l'activite 
biologique des sequences de 1' invention, a savoir 
notamment 1' induction d'une reponse des 
lymphocytes T, en particulier des lymphocytes T 

cytotoxiques . 

L' invention concerne plus generalement toute 
molecule caracterisee par la presence dans sa 
structure d'une ou plusieurs sequences peptidiques 
presentant des reactions immunologiques croisees avec 
les sequences peptidiques repondant aux formules 
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precedentes vis-a-vis des anticorps inductibles par 
ces dernieres in vivo . 

L' invention concerne egalement toute sequence de 
nucleotides codant pour un polypeptide de 1' invention 
et plus particulierement toute sequence de 
nucleotides correspondant, selon le code gen6tique 
universel, & une des sequences en acides amines de 
1 ' invention. 

L' invention a plus particulierement pour objet 
la sequence nucleotidique constituee des 951 
nucleotides representes sur la figure 2, et codant 
pour le polypeptide de 316 acides amines (encore 
designe ci-apres par la proteine recombinante LSA-R- 
NR) sus-mentionn6 represents sur la figure 1. 

1/ invention concerne aussi les sequences 
nucleotidiques codant pour des sous-sequences 
peptidiques de 1' invention. On citera notamment les 
sequences nucleotidiques delimitees par les 
nucleotides situes aux positions 630 a 949, 597 a 648 
(codant pour le peptide LSA-J) , ou 64 0 a 717 (codant 
pour le peptide LSA-NR) de la figure 2. 

L' invention vise egalement tout ou partie de la 
sequence nucleotidique de la figure 4 codant pour 
tout ou partie de la sequence peptidique 729S 
representee sur la figure 3. 

L' invention concerne egalement toute sequence de 
nucleotides codant pour un polypeptide identique, ou 
analogue, tant du point de vue de la structure que 
des caracteristiques antigeniques, a ceux de 
1' invention, cette sequence etant capable de 
s'hybrider avec tout ou partie de la sequence 
nucleotidique delimitee par les nucleotides situes 
aux positions 597 a 949 de la figure 2, ou avec tout 
ou partie de la sequence nucleotidique de la figure 4 
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ou les sequences complementaires de ces dernieres, 
dans les conditions suivantes : 

pre-traitement (pre-hybridation) du filtre de 
nitrocellulose supportant le fragment d'acide 
nucleique a tester avec le tampon d 'hybridation, 
(compose de 6 SSC, 5x Denhard's, 0,5 % SDS, 100/ig/l 
DNA de sperme de saumon sonique d£natur£) cette 
operation etant effectuee a 65 °C pendant 1 heure; 

- remplacement du tampon d 'hybridation au contact du 
support, sur lequel le fragment d'acide nucleique est 
alors fixe, par du tampon d' hybridation de meme 
composition, et addition de la sequence sus- 
mentionnee de la figure 2 ou de la figure 4 en tant 
que sonde, notamment marquee radioactivement , et 
prealablement denaturee ; 

- incubation dudit fragment d'acide nucleique fix6 
sur le support dans ce tampon d' incubation avec la 
sequence sus-mentionnee de la figure 2 ou de la 
figure 4 a 65 °C pendant une duree d' environ a 1 
heure ; 

- 1 'elimination du tampon contenant la sonde non 
fixee, par 2 lavages successifs de 30 minutes chacun 
avec une solution tampon composee de 2 x SSC, et 
0,5 % SDS a 65 °C. 

II est a rappeler que 20 x SSC = 175,3 g Nacl, 
88,2 g Tricitrate de Sodium/1, PH 7 ; Denhard's 50 x 
= Ficoll 400 5 g, Polyvinil pyrrolidone 5 g, BSA 
(serum albumine de boeuf) fraction V 5 g/500 ml ; le 
SDS est le sodium dodecyl sulfate. 

L' invention a egalement pour objet tout acide 
nucleique recombinant contenant au moins une sequence 
de nucleotides de 1' invention, inseree dans un acide 
nucleique heterologue vis-a-vis de ladite sequence de 
nucleotides. 
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L' invention concerne plus particulierement un 
acide nucleique recombinant tel que defini ci-dessus, 
dans lequel la sequence de nucleotides de 1' invention 
est preced6e d'un promoteur (notamment un promoteur 
inductible) sous le controle duquel la transcription 
de ladite sequence est susceptible d'etre effectuee 
et, le cas echSant, suivie d'une sequence codant pour 
des signaux de terminaison de la transcription. 

L' invention concerne tout vecteur recombinant, 
utilise en particulier pour le clonage d'une sequence 
nucleotidique de 1' invention, et/ou 1 ' expression du 
polypeptide cod6 par cette sequence, et caractSrise 
en ce qu'il contient un acide nucleique recombinant, 
tel que defini ci-dessus, en l'un de ses sites non 
essentiel pour sa replication. 

A titre d'exemple de vecteur sus-mentionne, on 
citera les plasmides, les cosmides, ou les phages. 

A ce titre, 1' invention concerne plus 
particulierement le plasmide DG536 depose a la CNCM 
sous le n° 1-1027 le 17 janvier 1991, ainsi que le 
plasmide DG729S depose a la CNCM sous le n° 1-1028 le 
17 janvier 1991. 

L' invention a egalement pour objet un procSde de 
preparation d'un polypeptide de 1' invention, par 
transformation d'un hote cellulaire a l'aide d'un 
vecteur recombinant de type sus-indique, suivie de la 
mise en culture de l'hote cellulaire ainsi 
transforms, et de la recuperation du polypeptide dans 
le milieu de culture. 

Ainsi, 1' invention concerne tout hote cellulaire 
transforme par un vecteur recombinant tel que defini 
ci-dessus, et comprenant les elements de regulation 
permettant 1 'expression de la sequence de nucleotides 
codant pour un polypeptide selon 1' invention. 
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L' invention a plus particulierement pour objet 
des amorces d'ADN (ou d'ARN) utilisables dans le 
cadre de la synthese de sequences nucleotidiques 
et/ou polypeptides selon 1 ' invention, par la 
technique du PCR (Polymerase Chain Reaction) telle 
que decrite dans les brevets americains n° 4,683,202 
et n°4,683,195 et de la demande de brevet europeenne 
n° 200.362 (PCR = amplification en chaine de l'ADN) . 

L' invention concerne toute amorce d'ADN ou 
d'ARN, caracttrisee en ce qu'elle est constitute 
d' environ 10 a 25 nucleotides, identiques aux 10 a 25 
premiers nucleotides de la sequence de nucleotides 
codant pour une sequence peptidique selon 1' invention 
ou identiques aux 10 a 2 5 derniers nucleotides de 
ladite sequence. 

L' invention concerne egalement toute amorce 
d'ADN ou d'ARN, caracterisee en ce qu'elle est 
constitute d' environ 10 a 2 5 nucleotides 
complementaires des 10 a 25 premiers nucleotides de 
la sequence nucleotidique codant pour une sequence 
peptidique selon 1' invention ou complementaire des 10 
a 25 derniers nucleotides de ladite sequence de 
nucleotides. 

L' invention a egalement pour objet toute amorce 
d'ADN ou d'ARN, caracterisee en ce qu'elle est 
constitute d' environ 10 a 25 nucleotides capables de 
s'hybrider avec les 10 a 25 premiers nucleotides ou 
avec les 10 a 25 derniers nucleotides de ladite 
sequence de nucleotides codant pour un polypeptide de 
1' invention, dans les conditions d' hybridation 
definies ci-dessus. 

Ainsi la presente invention concerne plus 
particulierement un procede de preparation d'un 
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polypeptide de 1' invention comprenant les etapes 
suivantes ; 

- le cas 6ch6ant, 1 ' amplification pr6alable suivant 
la technique PCR de la quantity de sequences de 
nucleotides codant pour ledit polypeptide a 1'aide de 
deux amorces d'ADN choisies de maniere a ce que l'une 
de ces amorces soit identique aux 10 a 25 premiers 
nucleotides de la sequence nucleotidique codant pour 
ledit polypeptide, tandis que 1' autre amorce est 
complementaire des 10 a 25 derniers nucleotides (ou 
s'hybride avec ces 10 a 25 derniers nucleotides) de 
ladite sequence nucleotidique, ou inversement de 
maniere a ce ce que 1'une de ces amorces soit 
identique aux 10 a 25 derniers nucleotides de ladite 
sequence, tandis que 1' autre amorce est 
complementaire des 10 a 25 premiers nucleotides (ou 
s'hybride avec les 10 a 25 premiers nucleotides) de 
ladite sequence nucleotidique, 

suivie de 1 ' introduction desdites sequences de 
nucleotides ainsi amplifiees dans un vecteur 
approprie, 

- la mise en culture, dans un milieu de culture 
approprie, d'un hote cellulaire prealablement 
transforme par un vecteur approprie contenant un 
acide nucleique selon 1' invention comprenant la 
sequence nucleotidique codant pour ledit polypeptide, 
et 

- la recuperation, a partir du susdit milieu de 
culture du polypeptide produit par ledit hote 
cellulaire transforme . 

A titre d'exemple d'amorces d'ADN ou d'ARN selon 
1' invention, on citera les sequences suivantes: 

3'->5' : TTTCGCTAGATCTTGTT et TCTAAATAGAAGAAA 
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Les peptides selon 1' invention peuvent egalement 
etre prepares par les techniques classiques, dans le 
domaine de la synthese des peptides. Cette synthese 
peut etre realisee en solution homogene ou en phase 
solide. 

Par exemple , on aura recours a la technique de 
synthase en solution homogene d^crit par HOUBENWEYL 
dans 1 ' ouvrage int itul6 "Meuthode der Organischen 
Chemie" (Methode de la Chimie Organique) edit6 par E. 
Wunsch, vol. 15-1 et II., THIEME, Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser 
successivement deux-a-deux les aminoacyles successifs 
dans l'ordre requis, ou a condenser des aminoacyles 
et des fragments prealablement formes et contenant 
deja plusieurs aminoacyles dans l'ordre approprie, 
ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi 
prepares, etant entendu que l'on aura eu soin de 
proteger au prealable toutes les fonctions reactives 
portees par ces aminoacyles ou fragments, a 
1' exception des fonctions amines de I'un et 
carboxyles de 1 'autre ou vice-versa, qui doivent 
normalement intervenir dans la formation des liaisons 
peptidiques, notamment apres activation de la 
fonction carboxyle, selon les methodes bien connues 
dans la synthese des peptides. En variante, on pourra 
avoir recours a des reactions de couplage mettant en 
jeu des react if s de couplage classique, du type 
carbodiimide, tels que par exemple la l-ethyl-3- (3- 
dimethyl-aminopropyl)-carbodiimide. 

Lorsque 1 ' aminoacyle mis en oeuvre possede une 
fonction acide supplementaire (notamment dans le cas 
de 1' acide glutamique) , ces fonctions seront 
protegees, par exemple par des groupes t-butylester . 
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Dans le cas de la synthese progressive, acide 
amine par acide amin6, la synthese debute de 
preference par la condensation de 1 'amino-acide C- 
terminal avec 1'aminoacide qui correspond a 
l'aminoacyle voisin dans la sequence d<§siree et ainsi 
de suite, de proche en proche, jusqu'a 1' acide amin6 
N-terminal. 

Selon une autre technique preferee de 
1' invention, on a recours a celle decrite par R.D. 
MERRIFIELD dans 1' article intitule "Solid phase 
peptide synthesis" (J. Am. Chem. Soc. , 45 , 
2149-2154) . 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le 
procede de MERRIFIELD, on a recours a une resine 
polymere tres poreuse, sur laquelle on fixe le 
premier acide amine C-terminal de la chaine. Cet 
acide amine est fixe sur la resine par 
1 9 intermediaire de son groupe carboxylique et sa 
fonction amine est protegee, par exemple par le 
groupe t-butyloxycarbonyle. 

Lorsque le premier acide amine C-terminal est 
ainsi fixe sur la resine, on enleve le groupe 
protecteur de la fonction amine en lavant la r6sine 
avec un acide. 

Dans le cas ou le groupe protecteur de la 
fonction amine est le groupe t-butyloxycarbonyle, il 
peut etre elimine par traitement de la resine a 
l'aide d' acide trif luoroacetique. 

On couple ensuite le deuxieme acide amine qui 
fournit le second amino-acyle de la sequence 
recherchee, a partir du residu amino-acyle C-terminal 
sur la fonction amine d6protegee du premier acide 
amine C-terminal fix6 sur la chaine. De peference, la 
fonction carboxyle de ce deuxieme acide amine est 
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activ^e, par exemple par la dicyclohexylcarbodiimide, 
et la fonction amine est protegee, par exemple par le 
t-butyloxycarbonyle . 

On obtient ainsi la premiere partie de la chaine 
peptidique recherch6e, qui comporte deux acide 
amines, et dont la fonction amine terminale est 
prot6g6e. Comme precedemment , on deprotege la 
fonction amine et on peut ensuite proceder a la 
fixation du troisieme aminoacyle, dans les conditions 
analogues a celles de 1 'addition du deuxieme acide 
amine C-terminal. 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les 
acides amines qui vont constituer la chaine 
peptidique sur le groupe amine chaque fois deprotege 
au prealable de la portion de la chaine peptidique 
deja formee, et qui est rattachee a la resine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique 
desiree est formee, on elimine les groupes 
protecteurs des differents acide amines constituant 
la chaine peptidique et on detache le peptide de la 
resine par exemple a 1'aide d' acide f luorhydrique. 

L' invention concerne egalement les oligomeres 
hycfrosolubles des peptides monomeres sus-indiques. 

L'oligoraerisation peut provoquer un 

accroissement de 1' immunogenicite des peptides 
monomeres selon 1' invention. Sans qu'une telle 
indication chiffree puisse etre consideree comme 
limitative, on mentionnera neanmoins que ces 

oligomeres peuvent, par exemple, contenir de 2 a 10 
unites monomeres. 

On peut avoir recours, pour realiser 
l'oligomerisation, a toute technique de 

polymerisation couramment utilisee dans le domaine 
des peptides, cette polymerisation etant conduite 
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jusqu'£ l'obtention d'un oligomere ou polymere 
contenant le nombre de motifs monomeres requis pour 
1 'acquisition de 1 9 immunogenicite desiree. 

Une m^thode d'oligom6risation ou de 
polymerisation du monomere consiste dans la reaction 
de celui-ci avec un agent de reticulation tel que le 
glutaraldehyde . 

On peut egalement avoir recours a d'autres 
methodes d'oligom^risation ou de couplage, par 
exemple a celle mettant en jeu des couplages 
successifs d' unites monomeres, par 1 ' intermediaire de 
leurs fonctions terminales carboxyle et amine en 
presence d' agents de couplage homo- ou hetero- 
bif onctionnels . 

L' invention concerne encore les conjugues 
obtenus par couplage covalent des peptides selon 
1' invention (ou des susdits oligomeres) a des 
molecules porteuses (naturelles ou synthetiques) , 
physiologiquement acceptables et non toxiques, par 
1 ' intermediaire de groupements reactifs 

complementaires respect ivement portes par la molecule 
porteuse et le peptide. Des exemples de groupements 
appropries sont illustres dans ce qui suit : 

A titre d' exemple de molecules porteuses ou 
supports macromol ecula ires entrant dans la 
constitution des conjugues selon 1' invention, on 
mentionnera des proteines naturelles, telles que 
l'anatoxine tetanique, 1 ' ovalbulmine, des serums 
albumines, des hemocyamines, le PPD de la tuberculine 
(PPD : "Purified Protein Derivative") , etc. . . 

A titre de supports macromoleculaires 
synthetiques, on mentionnera par exemple des 
polylysines ou des poly (D-L-alanine) -poly (L-lysine) . 
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^ La litt6rature mentionne d'autres types de 
supports macromoleculaires susceptibles d'etre 
utilises, lesquels presentent en general un poids 
moleculaire sup6rieur a 20 000, 

Pour synthetiser les conjugues selon 
1 ' invention, on peut avoir recours & des procedes 
connus en soi , tels que celui decrit par FRANTZ et 
ROBERTSON dans Infect. and Immunity, 3J3, 193-198 
(1981) , ou celui decrit dans Applied and 
Environmental Microbiology, (octobre 1981), vol. 42, 
n° 4, 611-614 par P.E. KAUFFMAN en utilisant le 
peptide et la molecule porteuse appropriee. 

Dans la pratique, on utilisera avantageusement 
comme agent de couplage les composes suivants, cites 
a titre non limitatif : aldehyde glutarique, 
chlorof ormiate d ' ethyle , carbodiimides hydrosolubles 
[N' (3-dimethylamino-propyl) carbodiimide, HC1] , 

diisocyanates, bis-diazobenzidine, di- et trichloro- 
s-triazines, bromures de cyanogene, ainsi que les 
agents de couplage mentionnes dans Scand. J. 
Immunol., (1978), vol. 8, p. 7-23 (AVRAMEAS, 
TERNYNCK, GUESDON) . 

On peut avoir recours a tout procede de couplage 
faisant intervenir d'une part une ou plusieurs 
fonctions react ives du peptide et d' autre part, une 
ou plusieurs fonctions reactives de molecules 
supports. Avantageusement, il s'agit des fonctions 
carboxyle et amine, lesquelles peuvent donner lieu a 
une reaction de couplage en presence d'un agent de 
couplage du genre de ceux utilises dans la synthese 
des proteines, par exemple,le l-ethyl-3- (3- 
dimethylaminopropyl) -carbodiximide, le N-hydroxy- 
benzotriazole, etc. . . On peut encore avoir recours a 
la glutaraldehyde, notamment lorsqu'il s'agit de 



relier entre eux des groupes amines respect ivement 
port^s par le peptide et la molecule support. 

Les acides nucleiques de 1' invention peuvent 
etre prepares soit par un proced6 chimique, soit par 
d'autres proc£d£s. 

Un mode de preparation appropri6 des acides 
nucleiques comportant au maximum 200 nucleotides (ou 
200 pb, lorsqu'il s'agit d'acides nucleiques 
bicatenaires) de 1' invention comprend les etapes 
suivantes : 

la synthese d'ADN en utilisant la methode 
automatisee des ^-cyanethylphosphoramidite decrite 
dans Bioorganic Chemistry 4; 274-325 (1986), 

- le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans 
un vecteur approprie et la recuperation de l'acide 
nucl6ique par hybridation avec une sonde appropri6e. 

Un mode de preparation, par voie chimique, 
d'acides nucleiques de longueur superieure a 2 00 
nucleotides (ou 200pb, lorsqu'il s'agit d'acides 
nucleiques bicat6naires) de 1' invention comprend les 
etapes suivantes : 

- 1' assemblage d' oligonucleotides synthetis6s 
chimiquement, pourvus a leurs extremites de sites de 
restriction differents, dont les sequences sont 
compatibles avec 1 'enchainement en acides amines du 
polypeptide naturel selon le prihcipe decrit dans 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80; 7461-7465, (1983), 

- le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans 
un vecteur approprie et la recuperation de l'acide 
nucleique recherche par hybridation avec une sonde 
appropriee . 

Les acides nucleiques de 1' invention peuvent 
egalement etre prepares de la maniere suivante : 



- incubation de l'ADN genomique, isole a partir d'une 
souche de P. falciparum , avec de 1'ADNase I, puis 
addition d'EDTA et purification par extraction au 
melange phenol/ chlorof orme/alcool isoamylique 
(25/24/1) puis par l'6ther, 

- traitement de l'ADN ainsi extrait par de l'Eco Rl 
methylase en presence de DTT, et purification par 
extraction telle que decrite ci-dessus, 

- incubation de l'ADN ainsi purifi6 avec les 4 
desoxynucleotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, et 
dTTP en presence de T4 ADN polymerase et d'ADN ligase 
de E» coli , puis purification selon la methode 
decrite ci-dessus, 

- le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans 
un vecteur approprie et la recuperation de 1'acide 
nucleique recherche a l'aide d'une sonde appropriee. 

Les sondes nucleotidiques utilisees pour la 
recuperation de 1 'acide nucleique recherche dans les 
procedes sus-mentionnes, sont constitutes 

generalement de 40 a 200 nucleotides de la sequence 
nucleotidique representee sur la figure 2 (plus 
particulierement choisis parmi ceux situes entre les 
positions 597 a 949 de la figure 2) ou sur la 
figure 4, ou sa sequence complementaire, et sont 
susceptibles de s'hybrider avec 1'acide nucleique 
recherche dans les conditions d # hybridation definies 
ci-dessus. La synthese de ces sondes est effectuee 
selon la methode automatisee des p- 

cyanethylphosphoramidite decrite dans Bioorganic 
Chemistry 4, 274-325 (1986), 

Les molecules selon 1 ' invention possedent des 
proprietes antig6niques caracteristiques des 
antigenes porteurs d' epitopes T, et le cas echeant B, 
et qui sont soit specifiques du stade hepatique du 



d6veloppement de P. falciparum , soit spdcifiques des 
stades sporozoite, h6patique et sanguin & la fois. 

En effet, comme il le sera plus particulidreraent 
decrit a l'aide d'exemples de molecules selon 
1' invention dans la description detaillee qui suit, 
les molecules selon 1' invention coroportant tout ou 
partie de 1 'enchainement des acides amines compris 
entre les positions 200 et 316 de la figure 1, 
reagissent sp6cif iquement avec les anticorps ou les 
lymphocytes diriges contre les epitopes B et/ou T des 
antigenes produits au stade hepatique de P. 
falciparum , mais pas avec les anticorps diriges 
contre d'autres antigenes produits par P. falciparum 
ou contre des antigenes produits par d'autres especes 
de Plasmodium , 

Ces molecules selon 1' invention reconnaissent 
done specif iquement les anticorps produits par le 
systeme immunitaire d'un individu infecte par P. 
falciparum sous 1' effet des antigenes LS dont le 
caractere fortement immunogene a ete precedemment 
mentionne. 

Les molecules selon l'ivention comprenant tout 
ou partie de 1 ' enchainement peptidique de la figure 3 
ne sont pas reconnus par les anticorps precedents 
reagissant specif iquement avec tout ou partie du 
polypeptide delimite par les acides amines situes aux 
positions 200 a 316 de la figure 1. 

Par contre les polypeptides correspondant a tout 
ou partie de 1 'enchainement peptidique de la figure 3 
sont reconnus par des anticorps reagissant 
specif iquement avec des antigenes localises a la 
surface de sporozoites (provenant de souches 
differentes de P. falciparum ) , ainsi qu'avec des 
antigenes des schizontes hepatiques et des schizontes 



sanguins, et enfin avec la surface des sporozoltes de 
P. yoelii mais pas de P. Berghei . 

II f aut souligner egalement que les anticorps 
reconnaissant specif iquement les polypeptides 
correspondant a tout ou partie de 1 'enchainement 
peptidique de la figure 3 sont capables de bloquer a 
100 % 1' entree des sporozoites de P. yoelii dans des 
cellules hepatiques de rongeurs in vitro , a la 
difference des anticorps diriges contre la proteine 
circumsporozoitaire de P. yoelii , comme de 
P. falciparum . 

La possibility de production en grande quantity 
des molecules selon 1' invention ainsi que leurs 
proprietes de reconnaissance specif ique d' anticorps 
panni les plus activement produits lors de 
1' infection d'un individu par P. falciparum , font 
desdites molecules des reactifs de choix pour le 
diagnostic in vitro du paludisme chez un individu 
infecte par P. falciparum . 

L' invention concerne done un procede de 
detection in vitro d ' anticorps correlables au 
paludisme issu de 1' infection d'un individu par P. 
falciparum dans un tissu ou f luide biologique 
susceptible de les contenir, ce procede comprenant la 
mise en contact de ce tissu ou fluide biologique avec 
une molecule selon 1' invention dans des conditions 
permettant une reaction immunologique in vitro entre 
lesdites molecules et les anticorps eventuellement 
presents dans le tissu ou fluide biologique, et la 
detection in vitro des complexes antigenes-anticorps 
eventuellement formes. 

De preference , le milieu biologique est 
constitu6 par un s6rum humain. 
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Toute procedure classique peut etre mise en 
oeuvre pour realiser une telle detection. 

A titre d'exemple une methode pr6feree met en 
jeu des processus immunoenzymatiques selon la 
technique ELISA / ou immunof luorescents, ou 
radioimmunologiques (RIA) ou equivalent. 

Ainsi 1' invention concerne egalement toute 
molecule decrite ci-dessus marquee a l'aide d'un 
marqueur adequat du type enzymatique, fluorescent, 
radioactif , etc. . . 

De telles methodes comprennent par exemple les 
etapes suivantes : 

- depot de quantites determinees d'une composition 
polypeptidique selon 1' invention dans les puits d'une 
microplaque de titration, 

- introduction dans lesdits puits de dilutions 
croissantes du serum devant etre diagnostique, 

- incubation de la microplaque, 

- ringages repetes de la microplaque, 

- introduction dans les puits de la microplaque 
d'anticorps marques contre des immunoglobulines du 
sang, le marquage de ces anticorps ayant ete realise 
a l'aide d'une enzyme select ionnee parmi celles qui 
sont capables d'hydrolyser un substrat en modifiant 
1 9 absorption des radiations de ce dernier, au moins a 
une longueur d'onde determinee, 

- detection, en comparaison avec un temoin de 
controle, de la quant ite de substrat hydrolyse. 

L' invention concerne egalement des cof frets ou 
kits pour le diagnostic in vitro du paludisme 
provoque par P. falciparum qui comprennent : 

- une composition polypeptidique selon 1' invention, 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice 
a la realisation de la reaction immunologique, 
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- les reactifs permettant la detection des complexes 
antigfenes-anticorps produits par la reaction 
immunologique, ces r6actifs pouvant egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus & 
leur tour par un r6actif marque, plus 
particulierement dans le cas ou la composition 
polypeptidique sus-mentionnee n'est pas marquee, 

- un tissu ou fluide biologique de reference depourvu 
d' anticorps reconnus par la composition 
polypeptidique sus-mentionnee. 

L' invention concerne les anticorps eux-memes 
formes contre les polypeptides de 1' invention. 

II va de soi que cette production n'est pas 
limitee aux anticorps polyclonaux. 

Elle s' applique encore a tout anticorps 
monoclonal produit par tout hybridome susceptible 
d'etre forme, par des methodes classiques, a partir 
des cellules spleniques d'un animal, notamment de 
souris ou de rat, immunises contre l'un des 
polypeptides purifies de 1' invention, d'une part et 
des cellules d'une lignee de cellules d'un myelome 
approprie d' autre part, et d'etre select ionne, par sa 
capacite a produire des anticorps monoclonaux 
reconnaissant le polypeptide initialement mis en 
oeuvre pour 1' immunisation des animaux. 

L' invention concerne egalement une sonde 
nucleotidique de detection caracterisee en ce qu'elle 
est constitute par tout ou partie d'une des sequences 
de nucleotides telles que definies ci-dessus de 
1' invention. 

L' invention a plus particulierement pour objet 
une methode de diagnostic in vitro du paludisme chez 
un individu susceptible d'etre infecte par 
P. falciparum qui comprend les etapes suivants : 
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- 6ventuellement 1 'amplification prealable de la 
quantite de sequences de nucleotides selon 
1 ' invention, susceptibles d'etre contenues dans 
l'echantillon biologique preleve chez ledit individu, 
a l'aide de deux amorces d'ADN choisies de la 
maniere indiqu6e ci-dessus, 

- la mise en contact de l'echantillon biologique 
sus-mentionn6 avec une sonde nucl^otidique telle que 
definie ci-dessus, dans des conditions permettant la 
production d'un complexe d' hybridation forme entre 
ladite sonde et ladite sequence de nucleotides, 

- la detection du complexe d' hybridation sus- 
mentionn6 6ventuellement forme, 

A titre d'exemple de sondes nucleotidiques de 
1' invention, on citera les sequences suivantes : 

3'->5 / : TTTCGCTAGATCTTGTT et TCTAAATAGAAGAAA 

L' invention ouvre surtout la voie a la mise au 
point de nouveaux principes vaccinants contre le 
paludisme issu de 1' infection d'un individu par P. 
falciparum. 

L' invention concerne egalement les compositions 
preparees sous forme de vaccins contenant soit un ou 
plusieurs peptides selon 1' invention, soit un 
oligomere de ce ou ces peptides, soit encore un 
conjugue de ce ou ces peptides ou oligomere avec une 
molecule porteuse, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable approprie et, le cas 
echeant, avec d'autres principes actifs vaccinants 
contre le paludisme. 

Une composition pharmaceutique particulierement 
avantageuse, de 1' invention est caracterisee en ce 
qu'elle comprend tout ou partie de 1 'enchainement 
peptidique delimite par les acides amines situes aux 
positions 200 a 316 de la figure 1, en association 



feuille avant rectificaftrrt 



27 

avec tout ou partie de la sequence peptidique 
representee sur la figure 3. 

Des compositions pharmaceutiques avantageuses 
sont constitutes par des solutions, suspensions ou 
1 iposomes in j ectables contenant une dose ef f icace 
d'au moins un produit selon 1' invention. De 
preference, ces solutions, suspensions ou liposomes 
sont realises dans une phase aqueuse sterilisee 
isotonique, de preference saline ou glucosee. 

L ' invention concerne plus part icul ierement de 
telles suspensions, solutions ou forme liposome qui 
sont aptes a etre administrees par injections 
intradermiques, intramusculaires ou sous-cutanees, ou 
encore par scarifications. 

Elle concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques administ rabies par d'autres voies, 
notamment par voie orale ou rectale, ou encore sous 
forme d' aerosols destines a venir en contact avec des 
muqueuses, notamment les muqueuses oculaires, 
nasales, pulmonaires ou vaginales. 

En consequence, elle concerne des compositions 
pharmaceutiques dans lesquelles 1'un au moins des 
produits selon 1' invention se trouve associe a des 
excipients pharmaceutiquement acceptables, solides ou 
liquides, adaptes a la constitution de formes orales, 
oculaires ou nasales, ou avec des excipients adaptes 
a la constitution des formes d' administration 
rectale, ou encore avec des excipients gelatineux 
pour 1 ' administration vaginale . Elle concerne aussi 
des compositions liquides isotoniques contenant I'un 
au moins des conjugues selon 1' invention, adaptees a 
1 # administration sur les muqueuses, notamment 
oculaires ou nasales. 
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Avantageusement , les compositions vaccinales 
selon 1' invention contiennent en outre un vehicule, 
tel que la polyvinylpyrrolidone, facilitant 
1' administration du vaccin. A la place de la 
polyvinyl-pyrrolidone, on peut utiliser tout autre 
type d' adjuvant au sens classique que 1'on donnait 
autrefois a cette expression, c'est-&-dire d'une 
substance permettant 1 'absorption plus aisee d'un 
medicament ou facilitant son action dans l'organisme. 
A titre d'exemples d'autres adjuvants de ce dernier 
type, on mentionnera encore la carboxymethyl- 
cellulose, les hydroxydes et phosphates d'aluminium, 
la saponine, ou tous autres adjuvants de ce type, 
bien connus de I'homme de 1'art. Enfin elles 
contiennent si besoin un adjuvant immunologique, 
notamment du type muramyl peptide . 

L' invention concerne aussi des compositions 
pharmaceutiques contenant a titre de substance active 
1'un au moins des anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux definis precedemment en association avec 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L/ invention ne se limite evidemment pas aux 
modes de realisation decrits ci-dessus a titre 
d'exemples et I'homme de I'art peut y apporter des 
modifications sans pour autant sortir du cadre des 
revendications ci-apres ; notamment certains des 
acides amines intervenant dans la sequence des 
peptides selon 1' invention peuvent etre remplaces par 
des acides amines isof onctionnels ou isosteriques ; 
par exemple, une ou plusieurs des substitutions 
suivantes peuvent etre envisagees : 

- Glu est substitue par Asp ou Gin, 

- Leu est remplace par Ala, etc, . . 
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II est naturellement bien entendu que les 
peptides qui r6sultent de telles substitutions 
consistent en des Equivalents des peptides plus 
particul ierement revendiques , des lors qu ' eux-memes 
ou des oligomferes ou conjugu^s formes a partir de ces 
peptides presentent des proprietes immunogenes 
semblables. 

L' invention concerne 6galement encore plus 
particul ierement les "prolines chimeres" qui peuvent 
etre obtenues par les techniques du genie g6netique, 
ces proteines chimeres pouvant contenir une ou 
plusieurs des sequences peptidiques de 1' invention, 
et incorporees ou rattachees a un fragment peptidique 
autre que la £-galactosidase. Ce dernier fragment 
peptidique a de preference un poids moleculaire 
suf f isant pour renf orcer 1 ' immunogenicite des 
sequences peptidiques selon 1' invention et 
n' interfere pas du point de vue immunologique avec la 
manifestation de 1 9 immunogenicite recherchee. 

Des caracteristiques supplementaires de 
1 ' invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit des conditions dans lesquelles 
les polypeptides de 1' invention ont ete obtenus. 

Des serums provenant d ' individus europeens 
vivant dans des zones endemiques et suivant une 
prophylaxie continue avec des medicaments diriges 
contre les schizontes des stades sanguins 
(chloroquine) ont ete selectionnes et testes en 
utilisant des antigenes du stade sporozoite, du stade 
hepatique (antigenes LS) , et des stades sanguins. La 
plupart de ces serums reagissent avec les antigenes 
de tous les stades probablement car la prophylaxie a 
ete interrompue. Trois serums preleves a partir 
d' individus ayant reside en Afrique tropicale rurale 



A. 
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et ayant ingfer6 100 mg de chloroquine par jour sans 
interruption pendant 23 & 26 ans, ne r£agissent pas 
avec les antig&nes des stades sanguins suivant le 
test d' immunofluorescence (IFA) . Ces trois serums 
possedent toutefois des titres eleves en anticorps 
diriges contre les sporozoites et les prot6ines LS 
(dilution IFA 1/3200 et 1/6400 respectivement) . 

Un des trois serums precedents, de specificite 
reduite, a ete utilise pour cribler une banque d'ADN 
genomique construite dans le bacteriophage Agt 11 de 
la maniere suivante : 

1) CONSTRUCTION DE LA BANQUE D'ADN GENOMIQUE DE 
Plasmodium falciparum , 

L'ADN genomique du clone 96 de la souche 
thailandaise Tak9 de P. falciparum (Science, 212, 
1.37-1.38 (1981) a ete isole par les techniques 
classiques. 

Des echantillons de 18 j*g d'ADN de P. falciparum 
ont ete incubes a 15 °C dans un tampon 50 mM Tris HC1 
pH 7.5, 1 mM MnCl2/ 20 ^g/ml de serum albumine 
bovine, avec des quant ites respect ives d'ADNase I 
(Boehringer Mannheim) de 5 pg pendant 5 minutes ou 
bien de 3.5 pg pendant 5 ou 10 minutes. Apres 
addition de 5 mM EDTA (Ethylenediamine tetracetique 
acide) , les echantillons d'ADN sont reunis et 
purifies par extraction au melange 

phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25 V/24 V/l V) 
puis par 1' ether. L'ADN est concentre par 
precipitation a 1'ethanol a -20 °C en presence de 2,5 
M d' acetate d' ammonium. 

45 /*g d'ADN ainsi trait6 ont ete methyles par 
180 U d'Eco Rl methylase (Biolabs) dans les 
conditions recommandees par le fournisseur, avec 
1 'addition supplemental re de 5 mM DTT 
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(dithiothreitol) , pendant 15 minutes a 37°C. Apres 
purification de l'ADN comme ci-dessus, 10 d'ADN 
ont ete incubus avec 4 0 mM Tris HC1 pH 8.0, 10 mM 
sulfate d' ammonium, 10 mM 2-mercaptoethanol, 
0.5 m M EDTA, 0.05 mM NAD (nicotinamide adenine 
dinucleotide) 0.1 mM dXTP (comprenant les 4 
desoxynucleotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP et 
dTTP) , en presence de 10 U T4 ADN polymerase (PL 
Biochemicals) et de 10 U de E. col i ADN ligase 
(Biolabs) . 1/ ADN a ete pur if ie et concentre comme 
ci-dessus. 

8 d'ADN ont alors ete ligatures avec 0.4 /*g 
d'un adaptateur ou "linker" Eco Rl (adaptateurs 
phosphoryles Eco Rl commercialises par Biolabs) par 4 
U T4 ADN ligase (Biotec) dans le tampon 50 mM Tris 
HC1 pH 8.0, 10 mM MgCl 2 , 2 0 mM DTT, 1 mM ATP, 50 
pg/ml serum albumine bovine. 

Apres incubation a 4°C pendant 5 heures, on 
ajoute 2 U T4 ADN ligase et la reaction est 
poursuivie a 4°C pendant 16 heures. Le tube est 
soumis a plusieurs cycles de congelation a 
-80°C/decongelation pour arreter la reaction. L'ADN 
est ensuite dilue et le tampon d' incubation a juste de 
fa?on a obtenir les conditions recommandees par le 
fournisseur pour 1 'utilisation de 1' enzyme Eco Rl. 
100 U d' enzyme Eco Rl (Promega Biotec) sont ajoutees 
et incubees pendant 3 heures a 37 °C. La reaction est 
arretee par un chauffage de 10 minutes a 60 °C, et 
1 'ADN est purifie et concentre comme ci-dessus. 

L' ADN est resuspendu dans 100 pi de tampon 50 mM 
Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, et depose sur un gradient 
5-20 % de saccharose prepare en 25 mM acetate de 
sodium, 10 mM EDTA et centrifuge dans le rotor 
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Beckman SW 50.1 a 4 5,O0O tours par minute pendant 150 
minutes • 

Les fractions sont analysees sur gel d' agarose 
et celles qui contiennent les fragments d'ADN de 
tailles comprises entre environ 3 00 pb. et 2 500 pb. 
sont rassembl&es, dialys^es contre le tampon 50 mM 
Tris HC1 pH 8,0, 1 mM EDTA a 4°C. L'ADN est concentre 
par precipitation a l'ethanol. Environ 4 00 ng de cet 
ADN ont dte ligatures a 1 ng d'ADN du vecteur Agtll 
(Proc. Natl. Acad. Sci. , USA, 80, 1194-1198 (1983)) 
coupe par Eco Rl et dephosphoryle (Protoclone de 
Promega Biotec) , dans un volume de 10 ^1, (en tampon 
50 mM Tris HCl pH 8.0, 10 mM MgCl 2 , 20 mM DTT, 1 mM 
ATP, 50 pg/ml serum albumine bovine) par 1 U T4 ADN 
ligase (Biotec) . 

Les produits de ligature ont ete encapsides in 
vitro dans les extraits d'E. coli prepares a partir 
des souches bacteriennes construites par B. Hohn 
(Methods Enzymol. 68, 299), selon la technique 
decrite par Maniatis et coll. (Molecular cloning, a 
laboratory manual, p. 264, Cold Spring Harbor 
Laboratory ( 1982 ) ) . 

Environ 7 millions de bacteriophages 
recombinants ont ete obtenus. 
2) CRIBLAGE IMMUNOLOGIQUE DE LA BANQUE 

Les bacteriophages recombinants ont ete etales 
sur un milieu de culture contenant la bacterie 
indicatrice Y 1090, a une densite de 50,000 plages 
par boite de Petri de 90 mm, et incubes a 42 °C 
pendant 3 heures . 

Un filtre de nitrocellulose (Schleicher & 
Schuell, BA 85) sature par 0,01 M IPTG isopropyl-b- 
thiogalactopyranoside (Sigma) est depose sur les 
boites, qui sont incubees a 37 °C pendant 3 heures. Au 
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terme de ces incubations, les filtres de 
nitrocellulose sont preleves, et les boites de Petri 
conserves a 4'C. 

Les filtres de nitrocellulose sont places dans 
un bain de tampon TL : 50 mM tris HC1 pH 8.0, 150 mM 
NaCl, 5 % lait ecreme, O.05 % Tween 20 (Sigma). Les 
filtres sont incubes 15 heures a 4'C en tampon TL, 
puis 2 fois 15 minutes a 20'C. lis sont alors incubes 
pendant une heure avec un pool d' antiserums humains 
immuns diriges centre les antigenes de tous les 
stades de developpement de P. falciparum , traite au 
prealable pour le depleter en anticorps anti- E.coli 
selon la technique decrite par Ozaki et coll. (j. 
Immunol. Methods, 89, 213-219, 1986). Le pool 
d' antiserums humains a ete utilise a la dilution 
1/200, en tampon TL. L' incubation a ete faite a 20«c 
pendant 1 heure. Les filtres ont ete laves 4 fois 
avec le tampon TL, puis incubes avec des anticorps 
anti-immunoglobulines humaines conjugues a la 
peroxydase de raifort (Biosys) et iodines a 1'iode 
1251, pendant 1 heure a 20'C. Apres plusieurs lavages 
en tampon TL, puis en tampon 50 mM Tris HC1 pH 8.0, 
150 mM NaCl, l'activite enzymatique de la peroxydase 
est revelee (Ozaki et coll, precedemment cite), les 
filtres sont seches a 1'air libre et 
autoradiographies sur film Kodak Royal X-OMat AR, 
avec un ecran amplif icateur. 

Une collection d'environ 1 200 clones de 
bacteriophages recombinants a ete constitute en 
prelevant les plages de lyse correspondant aux 
signaux posit if s. Ces clones ont ete ensuite soumis a 
un second cycle de criblage immunologique, en 
employant cette fois un des trois serums humains 
precedemment decrits et presentant pas OU peu 
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d' anticorps diriges contre les formes erythrocytaires 
de P. falciparum et un titre eleve contre les formes 
sporozoite et hepatique du parasite (formes pre- 
erythrocytaires) . Ce criblage immunologique a ete 
effectu6 selon le protocole deer it ci-dessus. Ce 
serum a conduit a identifier environ 120 clones 
recombinants parmi 1200 testes. 

Les anticorps humains qui reagissent avec les 
determinants antigeniques exprimes par les clones 
recombinants ont ete purifies par affinite sur les 
proteines recombinantes, selon la technique decrite 
par Ozaki et coll. (precedemment cite). Ces anticorps 
specifiques ont ete incubes avec des preparations de 
parasites a differents stades de developpement 
(sporozoite, stade hepatique ou stades 

erythrocytaires) , et la reaction a ete etudiee par 
immunofluorescence indirecte . 

Les clones recombinants sur lesquels sont 
retenus par affinite des anticorps specifiques du 
stade hepatique, et done qui expriment des 
determinants propres a ce stade ont ete etudies : il 
s'agit des clones DG 3 07, DG 199 et DG 145. Ces 
anticorps specifiques de ces trois clones reagissent 
specif iquement avec les schizontes hepatiques, tels 
que l'on peut les obtenir apres infection 
d'h6patocytes humains ou de singes par des 
sporozoites de P. falciparum ; la localisation de la 
fluorescence a ete determinee comme etant identique a 
celle consideree caracteristique de LSA. 

La specif icite d'espece et de stade des 3 clones 
DG 145, DG 199, et DG 307 a ete testee de la maniere 
suivante. Preincrement , il a ete determine que les 
memes anticorps purifies par affinity et qui 
reagissent par I FA (ou encore qui sont I FA positifs) 
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avec LSA, ne reagissent pas avec des preparations de 
sporozoites seches ou humides, ni avec les antigenes 
des stades sanguins, qu'ils soient testes par I FA 
avec des parasites fixes a 1' acetone, ou par 
immunotransfert (immunoblotting) en utilisant des 
proteines de tous les stades extraites au SDS. Les 
anticorps purifies par af finite ne reagissent pas 
avec les antigenes de stade hepatique de P. yoelii , 
ni avec les schizontes hepatiques de P. vivax 
prepares k partir de singes Saimiri sciureus. 

Deuxiemement , les proteines recombinantes de DG 
145, DG 199 et DG 307 ne reagissent pas avec les 
serums provenant de deux patients atteints de malaria 
(paludisme cause par P. falciparum ) par transfusion 
accidentelle et qui, par definition n'ont done pas 
d' anticorps contre les antigenes specif iques des 
stades precedents (sporozoites et antigenes du stade 
hepatique) . Ces proteines ne reagissent pas avec deux 
anticorps monoclonaux reconnaissant le tetrapeptide 
CS, avec les serums de souris immunisees avec les 
antigenes CS recombinants R32t et 32 (Science, 228 , 
958 (1985)). De plus, les proteines recombinantes 
n ' ont pas reagi avec des antiserums humains dir iges 
contre P. vivax (bien que les serums furent positifs 
avec les schizontes hepatiques de P. vivax ) , P. ovale 
et P. cynomolai (Ann, Soc. Belg. Med. Trop., 60, 348 
(1980)) quand elles sont testees par la technique de 
taches d'immunotransfert (immunodot blots) , alors 
qu' elles sont positives avec tous les serums humains 
anti- P. falciparum testes. 

Au sein de cette sous-population de 120 clones 
sus-mentionnee, une technique de criblage 
immunologique par des anticorps purifies par affinite 
sur le clone DG307 (ou 145, ou 199) conduit a la 
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detection de 40 clones environ sur 120 pr£sentant 
apparemment 1 Epitope caract6ristique du LSA et 
ddfini par la structure de base de 17 acides aminds 
citde plus haut. 

De meme des techniques d' identification par 
hybridation a l'aide de fragments d'ADN des memes 
clones (DG307) permettent d' identifier ces structures 
repetees dans les memes clones que ceux identifies 
par les tests immunologiques. 

Un criblage complementaire du sous-ensemble de 
4 0 clones appartenant a cette famille de 1'antigene 
LSA a ete utilise pour identifier d'autres parties du 
gene comportant des sequences distinctes de celles 
definies par les repetitions de 17 acides amines. 
Pour ce criblage complementaire, des serums 
identifies comme ne reagissant pas avec les 
repetitions des 17 acides amines, mais positifs en 
immunof luorescence indirecte avec la structure 
peripherique du schizonte hepatique ou est situe 
1'antigene LSA, ont etd employes, Au sein de la 
famille des 40 clones du LSA, ces serums ont ete 
trouves positifs pour plusieurs d'entre eux, et l'un 
des clones comportant le plus grand insert, denomme 
DG53 6, a ete selectionne et etudie en detail. 

L' insert de 951 paires bases a ete purifie et 
redone dans le bacteriophage M13 mpl9. La sequence 
d'ADN et 1' organisation genomique du gene LSA ont 
alors ete d6terminees. La figure 1 montre que le 
clone comporte a 1' extremity 5' une sequence de 2 09 
acides amines correspondant a une serie des 12 
repetitions de 17 acides amines, similaires a celles 
decrites dans 1' article de Guerin-Marchand et coll. 
(Nature, sus-mentionne) et comporte ensuite une serie 
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de 106 acides amines dont la structure est non 
r6p6titive. 

Ainsi qu'on le voit dans la figure 1, le motif 
de 17 acides amines est dans deux repetitions (cf» 
motif correspondant aux positions 3 5 a 51, et celui 
correspondant aux positions 137 a 153 de la figure 1) 
identique k celui d6crit dans 1 'article de Guerin- 
Marchand et coll* et les autres repetitions 
presentent une substitution d'une leucine par une 
arginine (cf. positions 8, 59, 76, 110, 127, 161, 178 
et 195 de la figure 1) , une substitution d'un acide 
glutamique par un acide aspartique (cf. positions 23 
et 91 de la figure 1) , ainsi qu'une substitution 
d'une serine par une arginine (cf* position 205 de la 
figure 1) . 

La taille de la proteine native du LSA dans le 
parasite a pu etre mesuree au prix de grandes 
difficultes. Des schizontes hepatiques de 
P. falciparum ont ete produits in vitro par infection 
d'hepatocytes humains de primo culture avec des 
glandes salivaires de moustiques contenant des 
sporozoites selon la technique decrite dans Mazier et 
coll. (Science n°227, p440, 1985). Apres 7 jours de 
culture, les cellules infectees sont recueillies et 
utilisees pour preparer un extra it analyse en gel de 
polyacrylamide contenant du SDS et transfere sur 
nitrocellulose. Les antigenes hepatiques sont ensuite 
reveles par un anticorps purifie par affinite sur les 
repetitions de 17 acides amines deja cites du LSA. 
Ces anticorps marquent une proteine de poids 
moleculaire de 200 000 Daltons. 

L'hybridation du clone DG307 avec les fragments 
d'ADN de P. falciparum obtenus par digestion avec une 
enzyme de restriction, la Mung Bean nuclease, selon 
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les conditions decrites par McCutchans (NAR, 16, 14, 
6883-6896, 1988), capable de couper chaque extremity 
des genes du parasite, revile une bande unique d'un 
poids mol6culaire de 5 Kbases coherent avec la taille 
de la prot6ine native mesuree dans l'extrait 
parasitaire. 

En microscopie electronique des schizontes 
hepatiques obtenus par injection de sporozoites de 
chimpanzes, le marquage des anticorps anti-LSA 
purifies par af finite, visualises par un deuxieitie 
anticorps marque a l'or colloidal, revele que la 
molecule LSA est distribute : a) au stade du 
trophozoite hepatique et du schizonte jeune, dans des 
vacuoles contenant des granules qui s'ouvrent et se 
deversent dans la vacuole paras itophore, b) au stade 
du schizonte sub-mature age de 5 jours, en 
peripherie du schizonte hepatique dans les granules 
presents dans la vacuole parasitophore du parasite, 
c) chez les schizontes murs ages de 6 jours a 7 
jours, dans la vacuole parasitophore ainsi qu'entre 
les pseudo-cytomeres du schizonte, puis finalement 
autour des merozoites en formation. 

L' etude de la reponse immunologique de sujets 
exposes au paludisme ainsi que d'animaux immunises 
avec les proteines recombinantes et/ou synthetiques, 
permet de preciser la fonction biologique de la 
proteine LSA et de certains segments de cette 
proteine en particulier ceux contenus dans les 
peptides synthetiques • 

L/ immunisation de souris par les proteines LSA- 
R-NR et 1' etude de la reponse des lymphocytes de ces 
souris, ainsi que 1 ' immunisation de souris de 
differents haplotypes par les peptides LSA— R, LSA-J 
et LSA-NR et enfin 1' etude des reponses des 
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lymphocytes des sujets exposes au paludisme vis-a-vis 
des peptides LSA-R, indiquent qu'aucun epitope T pour 
l'homme et la souris n'est defini par la partie 
repet6e de la molecule LSA, Par contre, ainsi qu'il 
avait et6 indique precedemment , ces regions 
constituent un excellent epitope B pour l'homme ou la 
souris, d6fini par la partie repetee de la molecule 
LSA, et les r^sultats complementaires obtenus depuis 
chez plus de 500 individus exposes au paludisme 
indiquent que cet epitope est reconnu par les 
anticorps de pres de 95 % des sujets etudies, au 
Senegal, en Haute Volta, a Madagascar et au Kenya, 

L'6tude preliminaire des lymphocytes de 5 sujets 
africains adultes exposes au paludisme, ainsi que des 
lymphocytes de chimpanzes (Pan troglodytes) immunises 
par la proteine fecombinante LSA-R-NR (clone DG53 6) , 
revele qu'un epitope T de la molecule LSA est defini 
par la sequence d'acides amines contenue dans le 
peptide synthetique LSA-NR. Un autre epitope T est 
contenu dans les sequences du peptide synthetique 
LSA-J. Des reponses proliferatives des lymphocytes 
humains et des lymphocytes de chimpanze immunise ont 
ete observees apres stimulation par ces deux 
peptides, a) chez le chimpanze les lignees 
lymphocytaires obtenues sont a 60 % du phenotype 
CD8+, b) chez la souris, 1' injection de 1'un ou 
1' autre de ces peptides permet de "primer" 
immunologiquement le systeme immunitaire de la souris 
et d'obtenir la production a taux eleve d' anticorps 
contre 1' epitope B du peptide LSA-R apres 1' injection 
de la proteine recombinante LSA-R-NR. 

L' identification de ces epitopes capables de stimuler 
les lymphocytes T a une grande importance dans la 
mesure ou il a ete etabli dans le paludisme des 
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rongeurs que la protection induite par des 
sporozoites irradi6s repose sur la production de 
lymphocytes cytotoxiques pour l'hdpatocyte infects, 
et capable de les detruire. 

En outre, l'6tude de 2 30 serums de sujets 
africains indique aussi que le peptide LSA-NR definit 
un epitope B, distinct de celui que l'on trouve dans 
les repetitions, reconnu par environ 65 % des sujets 
etudi6s. 

L'int6ret potent iel des epitopes T du LSA, en 
particulier, ceux contenus dans la partie non 
repetee, est en outre fortement renforce par les 
resultats obtenus chez le chimpanze: 

chez le chimpanze ayant ete immunise par 3 injections 
a 15 jours d' interval le d'un melange de deux 
proteines recombinantes adsorbees sur alun, d'une 
part la proteine recombinante LSA-R-NR (clone DG536) , 
et d' autre part la proteine recombinante denommee 
DG729S (clone DG729S faisant partie des 120 clones 
sus-mentionnes) , plusieurs resultats importants ont 
pu etre obtenus: 

- une production d'anticorps specif iques de chacune 
des deux molecules recombinantes, c'est-a-dire 
reagissant avec la proteine LSA-R-NR et les peptides 
synthetiques, ainsi qu'avec la proteine recombinante 
729S, a ete d6tectee. 

- une reponse proliferative specifique des 
lymphocytes a ete obtenue vis-a-vis du peptide LSA- 
NR, et 6galement du peptide LSA-J. Les lymphocytes 
proliferant sont pour 60 % d'entre eux de phenotype 
CD8+, qui correspond en particulier a des cellules T 
cytotoxiques . 

- Apres immunisation des chimpanzes, une epreuve 
d' infection par injection intraveineuse de 28 



feuiiie ayant rectificatioii 



41 

millions de sporozoites de P. falciparum a 6t6 
realisee chez un chimpanze immunise et chez un 
chimpanze temoin (ayant regu une proteine t6moin 
recombinante non apparentee) , et des biopsies 
h6patiques ont 6t6 r6alis6es au 6eme jour apres 
infection. L'examen des biopsies montre 1' existence 
d'une reaction cellulaire, lympho-monocytaire, autour 
des schizontes hepatiques, infiltrant ces schizontes, 
et capables de les detruire. De telles images n'ont 
pas ete observees chez le chimpanze ayant re?u 
l'antigene controle* 

Cette reaction cellulaire temoigne de 
1' existence d' epitopes T dans les molecules inject6es 
729 S et LSA-R-NR (DG 536), capables d'etre exprimes 
dans les molecules injectees, capables d'etre 
exprimes par les schizontes hepatiques, et d'induire 
un afflux cellulaire ; ce resultat est en accord avec 
les resultats des tests de proliferation 
lymphocytaires ; enfin il indique que la reponse 
immunitaire induite par les proteines recombinantes 
injectees est capable lors de la penetration du 
parasite d'induire un afflux cellulaire, lui-meme 
capable de concourir a la defense de 1'organisme, en 
d^truisant les parasites en position intra- 
hepatocytaire • 

Les specificites antigeniques et/ou 

immunologiques des polypeptides de 1' invention sont 
les suivantes : 

- le polypeptide 536 : 
* est reconnu : 

. par des anticorps provenant de sujets ayant 

le paludisme, 
. par des serums de chimpanzes immunises avec 

la proteine 536 complete recombinante, 
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* co-r6agit avec les polypeptides d6crits 
dans Gu6rin-Marchand et al (Nature sus- 
mentionn6) par 1 ' interm6diaire des 
sequences r6petitives, 

* induit la formation d' anticorps (presence 
d' Epitopes B) , 

* induit des r6ponses prolif eratives de 
lymphocytes T (presence d' epitope T) chez 
le chimpanze et chez l'homme. 

le polypeptide NR comprend un epitope T 
important et un Epitope B pour l'homme comme pour 
1' animal immunise (sour is et chimpanze) 

- le polypeptide LSA-J comprend un epitope B 
distinct de celui de la repetition de 17 acides 
acides amines probablement en raison de la 
subs i tut ion de S par R, et comprend un epitope T 
reconnu chez l'homme et le chimpanze. 

La proteine recombinante 729 S : 

- est reconnue : 

* par des anticorps de sujets exposes au 
paludisme, 

* par des s6rum de chimpanzes, et de souris, 
immunises par la proteine 729 S, 

- est mieux reconnue par les individus capables 
de resister a 1 ' impaludation que par ceux qui n'y 
resistent pas (au nord du Senegal, les inventeurs ont 
administr6 une cure radicale de chloroquine a 100 
individus, et suivi pendant la periode de 
transmission, de septembre a decembre, la re- 
posit ivat ion du sang a) chez des sujets qui se sont 
positives, aucun anticorps contre la prot6ine 729 S 
n'a 6t6 d6tect6 b) chez plus de la moitie de ceux qui 
ne se sont pas re-positives, il existait une reponse 
a taux elev6s contre la proteine 729 S) . 
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II apparaitra imm6diateroent a 1 'homme de m6tier 
que dans les sequences nucleiques sus-mentionndes, 
certains des nucleotides peuvent etre remplaces par 
d'autres en raison de la degener6scence du code 
g6n6tique sans que pour autant les peptides codes ne 
soient modifies. Toutes ces sequences nucl6otidiques, 
ainsi que celles qui codent pour des polypeptides qui 
different des precedents par un ou plusieurs acides 
amines sans que leur activity immunogenique propre ne 
soit modifiee de fa<?on semblable, font partie de 
1' invention. II en va naturellement de meme des 
sequences nucleotidiques qui peuvent etre 
reconstituees et qui sont capables de coder pour des 
oligomeres tels qu'ils ont ete definis ci-apres. Les 
motifs raonomeres sont lies directement bout a bout ou 
par 1 9 intermddiaire de sequences peptidiques sans 
effet sur les proprietes immunogeniques des 

oligomeres ainsi formes. 

Des bacteries hebergeant les susdits clones DG 
199 et DG 307 ont ete deposees a la Collection 
Nationale des Cultures de Microorganismes de 
l'Institut Pasteur de Paris (CNCM) , le 22 juillet 
1986 respectivement sous les numeros 1-580 et 1-581. 
Des bacteries hebergeant le clone DG 145 ont ete 
depos6es le 15 septembre 1986 sous le num6ro 1-606. 
Les clones DG 536 et DG 729 S ont ete respectivement 
deposes le 17 janvier 1991 sous le numero 1-1027 et 
le 17 janvier 1991 sous le numero 1-1028 

Dans la formule qui precede, il est fait 
application de la nomenclature internationale 
designant chacun des aminoacides naturels par une 
lettre unique , notamment selon le tableau des 
correspondances qui suit : 
M Methionine 
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L 


Leucine 


I 


Isoleucine 


V 


Valine 


F 


Phenylalanine 


S 


Serine 


P 


proline 


T 


Threonine 


A 


Alanine 


Y 


Tyrosine 


H 


Histidine 


Q 


Glutamine 


N 


Asparagine 


K 


Lysine 


D 


Acide Aspartique 


E 


Acide glutamique 


C 


Cysteine 


W 


Tryptophane 


R 


Arginine 


G 


Glycine 
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RE VEN D I CAT I ONS 
1. Mol6cule, ou composition polypeptidique, 
comportant au moins une sequence peptidique porteuse 
de tout ou partie, d'un ou plusieurs, epitopes 
caract6ristiques d'une prot6ine produite dans les 
hepatocytes infectes par P. falciparum , et plus 
particuliferement porteuse de tout ou partie d'un, ou 
plusieurs, Epitope (s) T des proteines produites au 
stade hdpatique de P. falciparum , caracteris6e en ce 
que cette sequence peptidique est representee par 
tout ou partie de 1 ' enchainement d ' acides amines 
suivant : 

R^DTKKNLERKKEHGDILAEIDLYGRIiEiP 
AIELPSENERGYYIPHQSSLPQDNRGNSRD 
SKEISIIEKTNRESITTNVEGRRDIHKGHL 
EEKKDGSIKPEQKEDKS 

cet enchainement d ' acides amines etant , le cas 
echeant, precede par toute ou partie d'un ou 

plusieurs des enchainement s de 17 acides amines de 

formule : 

X1DLEQX2RX3AKEKLQX4QQ 
QX1DLEQX2RX3AKEKLQX4Q 
QQX 1 DLEQX2 RX 3 AKEKLQX4 
X 4 QQX 1 DLEQX 2 RX 3 AKEKLQ 
QX 4 QQX 1 DLEQX 2 RX 3 AKE KL 
LQX4 QQX x DLEQX 2 RX 3 AKEK 
KLQX4QQX1DLEQX2RX3AKE 
EKLQX4QQX1DLEQX2RX3AK 
KEKLQX4QQXXDLEQX2RX3A 
AKEKIiQX 4 QQX 1 DLEQX 2 RX3 
X 3 AKEKIiQX4QQX 1 DLEQX 2 R 
RX 3 AKEKIiQX 4 QQX 1 DLEQX 2 
X2RX3AKEKLQX4QQXXDLEQ 
QX2RX3AKEKLQX4QQX1DLE 
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EQX2RX3AKEKLQX4QQX1DL 
LEQX 2 RX 3 AKEKLQX 4 QQX 1 D 
DLEQX2RX3AKEKLQX4QQX1 

dans laquelle : 

. X x est "Ser" ou "Arg", 
• X 2 est "Glu" ou "Asp", 
. X 3 est "Arg" ou "Leu", 
. X 4 est "Glu" ou "Gly". 

2. Molecule selon la revendication 1, 
caracterisee par tout ou partie de 1 'enchainement 
d'acides amines suivant : 

I^EQQRPLEQRKADTKKNLERKKEflGDI IjAE PLYGRLE J P 
A I E LPS ENERGY Y I PHQS S LPQ DNRGNS RDS KE I S 1 1 E KT 
NRESITTNVEGRRDIHKGHLEEKKDGSIKPEQKEDKS 

3. Molecule selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 caracterisee par tout ou partie de 
1 'enchainement d'acides amines suivant : 

DTKKNLERKKEHGDI LAE DLYGRLE I P 

4. Molecule selon la revendication 1 
caracterisee par tout ou partie de 1 'enchainement 
d'acides amines suivant : 

ERRAKEJCLQEQQRPLEQRKADTKK 

5. Molecule selon la revendication 1 
caracterisee par tout ou partie de 1 'enchainement 
d'acides amines suivant : 

RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHNVEEKVE 
ESVEENDEESVEENVEENVEENDDGSVASSVEESIASSVDESIDSSIEENVAP 
TVEEIVAPTVEEIVAPSWEKCAPSVEESVAPSVEESVAEMLKER 
represents sur la figure 3 et designe ci-apres par le 
polypeptide 729S, 

6. Molecule selon la revendication 1 
caracterisee par tout ou partie de 1' enchainement 
d'acides amines suivant : 

RDELFNELLNSVDVNGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHN 
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7 • Sequence pept idique derivee d ' une molecule 
selon l'une des revendications 1 a 6, cette sequence 
presentant des modifications par substitution de 40 % 
au maximum des acides amines tout en conservant 
l'activite biologique de la molecule sus-mentionnee, 
notamment 1 ' induction d ' une reponse des 

lymphocytes T, en particulier des lymphocytes T 
cytotoxiques • 

8 . Composition immunogene caracterisee par 
1' association d'une molecule conforme a l'une 
quelconque des revendications 1 a 7 , en association 
avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, 

9 . Composition de vaccin dirigee contre le 
paludisme, contenant entre autres principes 
immunogenes, une molecule conforme a l'une quelconque 
des revendications 1 a 7. 

10 . Sequence de nucleotides codant pour une 
sequence peptidique telle que definie dans la 
revendication l. 

11. Sequence de nucleotides selon la 
revendication 10 , correspondant selon le code 
gen6tique universel a la sequence peptidique telle 
que definie dans l'une des revendications 2 a 7. 

12. Anticorps, polyclonaux ou monoclonaux, 
reconnaissant specif iquement les sequences 
peptidiques selon l'une quelconque des revendications 
1 a 7. 

13 . Methode de diagnostic in vitro du paludisme 
chez un individu susceptible d'etre infecte par 
P. fal ciparum qui comprend la mise en contact d'un 
tissu ou d'un f luide biologique preleve chez un 
individu avec une composition polypeptidique selon 
l'une des revendications 1 a 7 dans des conditions 
permettant une reaction immunologique in vitro entre 
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ladite composition polypeptidique et les anticorps 
Eventuellement presents dans le tissu biologique, et 
la detection in vitro des complexes antigfenes- 
anticorps eventuellement formes, 

14 • Methode de diagnostic in vitro du paludisme 
chez un individu susceptible d'etre infect6 par 
P. falciparum qui comprend la mise en contact d'un 
tissu ou d'un fluide biologique preleve chez un 
individu avec des anticorps selon la revendication 12 
dans des conditions permettant une reaction 
immunologique in vitro entre lesdits anticorps et les 
proteines specifiques de P. falciparum eventuellement 
presentes dans le tissu biologique, et la detection 
in vitro des complexes antigenes-anticorps 

Eventuellement formes. 

15. Coffret ou kit pour le diagnostic in vitro du 
paludisme selon la revendication 11 caracterise en ce 
qu 9 i 1 comprend : 

- une ou plusieurs composition (s) polypeptidique (s) 
selon l'une des revendications 1 a 7, 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice 
& la realisation de la reaction immunologique, 

- les reactifs permettant la detection des complexes 
antigenes-anticorps produits par la reaction 
immunologique, ces reactifs peuvant egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus & 
leur tour par un reactif marque, plus 
particulierement dans le cas ou la composition 
polypeptidique sus-mentionnee n'est pas marquee, 

16. Coffret ou kit pour le diagnostic in vitro du 
paludisme selon la revendication 14 caracterise en ce 
qu'il comprend : 

- des anticorps selon la revendication 12, 
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- les reactifs pour la constitution du milieu propice 
& la realisation de la reaction immunologique, 

- les reactifs permettant la detection des complexes 
antigenes-anticorps produits par la reaction 
immunologique, ces reactifs peuvant egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus a 
leur tour par un reactif marque, plus 
particulierement dans le cas ou les anticorps sus- 
mentionnes ne sont par marques, 

17 • Vecteur recombinant pour le clonage d'une 
sequence nucleotidique selon l'une des revendications 
10 ou 11, et/ou 1 'expression du polypeptide code par 
la susdite sequence contenant un acide nucleique 
recombinant contenant au moins une sequence de 
nucleotides selon l'une des revendications 10 ou 11, 
dans l'un des sites non essentiel pour sa 
replication, le dit vecteur etant notamment de type 
plasmide, cosmide ou phage et plus particulierement 
le plasmide DG536 depose a la CNCM sous le numero 
1-1027 le 17 janvier 1991, ainsi que le plasmide 
DG729S depose a la CNCM sous le numero 1-1028 le 17 
janvier 1991, 

18. Composition pharmaceutique comportant a titre 
de substance active un ou plusieurs anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux selon la revendication 12 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

19. Utilisation d'une molecule selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 7 pour la 
preparation d'un vaccin destine a la prevention du 
paludisme. 

19. Utilisation d'un ou plusieurs anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux selon la revendication 12 
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pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement du paludisme. 
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- les r6actifs permettant la detection des complexes 
antigfenes-anticorps produits par la r6action 
immunologique, ces reactifs pouvant £galement porter 
un xnarqueur, ou dtre susceptibles d'etre reconnus h 
leur tour par un rdactif marqu6, plus 
particuliferement dans le cas ou la composition 
polypeptidique sus-mentionnee n'est pas marquee, 

- un tissu ou fluide biologique de reference depourvu 
d' anticorps reconnus par la composition 
polypeptidique sus-mentionnee. 

L' invention concerne les anticorps eux-memes 
formes contre les polypeptides de 1' invention. 

II va de soi que cette production n'est pas 
limitee aux anticorps polyclonaux. 

Elle s' applique encore a tout anticorps 
monoclonal produit par tout hybridome susceptible 
d'etre forme, par des methodes classiques, a partir 
des cellules spleniques d'un animal, notamment de 
sour is ou de rat, immunises contre 1'un des 
polypeptides purifies de 1' invention, d'une part et 
des cellules d'une lign6e de cellules d'un myelome 
appropri6 d'autre part, et d'etre selectionn6, par sa 
capacity a produire des anticorps monoclonaux 
reconnaissant le polypeptide initialement mis en 
oeuvre pour 1 ' immunisation des animaux. 

L' invention vise egalement une methode de 
diagnostic in vitro du paludisme chez un individu 
susceptible d'etre infectd par P. falciparum qui 
comprend la mise en contact d'un tissu ou d'un fluide 
biologique preleve chez un individu avec des 
anticorps tels que decrits ci-dessus, dans des 
conditions permettant une reaction immunologique in 
vitro entre lesdits anticorps et les prot6ines 
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sp6cif iques de P. falciparum 6ventuellement prgsentes 
dans le tissu biologique, et la detection In vitro 
des complexes ant igfenes -anticorps 6ventuellement 
formes. 

A ce titre 1' invention a pour objet un coffret 
ou kit pour le diagnostic in vitro du paludisme 
comprenant : 

- des anticorps tels que d6crits ci-dessus 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice 
a la realisation de la reaction immunologique, 

- les reactifs permettant la detection des complexes 
antigenes-anticorps produits par la reaction 
immunologique, ces r6actifs pouvant egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus a 
leur tour par un react if marqu6, plus 
particulierement dans le cas ou les anticorps sus- 
mentionnes ne sont pas marques. 

1/ invention concerne egalement une sonde 
nucleotidique de detection caracterisee en ce qu'elle 
est constitute par tout ou partie d'une des sequences 
de nucleotides telles que d6f inies ci-dessus de 
1' invention. 

L' invention a plus particulierement pour objet 
une methode de diagnostic in vitro du paludisme chez 
un individu susceptible d'etre infect6 par 
P. falciparum qui comprend les stapes suivantes : 

- eventuellement 1 'amplification prealable de la 
quant ite de sequences de nucleotides selon 
1' invention, susceptibles d'etre contenues dans 
l'6chantillon biologique pr61ev6 chez ledit individu, 
& 1'aide de deux amorces d'ADN choisies de la 
maniere indiquSe ci-dessus, 



feuille rectifiee 



27 

- la mise en contact de l'echantillon biologigue 
sus-mentionne avec une sonde nucleotidique telle que 
definie ci-dessus, dans des conditions permettant la 
production d'un complexe d' hybridation forme entre 
ladite sonde et ladite sequence de nucleotides, 

- la detection du complexe d' hybridation sus- 
mentionne eventuellement forme. 

A tire d'exemple de sondes nucleotidiques de 
1' invention, on citera les sequences suivantes : 

3'->5' : TTTCGCTAGATCTTGTT et TCTAAATAGAAGAAA 
L' invention ouvre surtout la voie a la mise au 
point de nouveaux principes vaccinants contre le 
paludisme issu de 1' infection d'un individu par 
falciparum. 

L' invention concerne egalement les compositions 
preparees sous forme de vaccins contenant soit un ou 
plusieurs peptides selon 1' invention, soit un 
oligomere de ce ou ces peptides, soit encore un 
conjugue de ce ou ces peptides ou oligomere avec une 
molecule porteuse, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable approprie et, le cas 
echeant, avec d'autres principes actifs vaccinants 
contre le paludisme. 

Une composition pharmaceutique particulierement 
avantageuse, de 1' invention est caracterisee en ce 
qu'elle comprend tout ou partie de l'enchainement 
peptidique delimite par les acides amines situes aux 
positions 200 a 316 de la figure 1, en association 
avec tout ou partie de la sequence peptidique 
representee sur la figure 3. 

Des compositions pharmaceutiques avantageuses 
sont constitutes par des solutions, suspensions ou 
liposomes injectables contenant une dose efficace 
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d'au moins un produit selon 1' invention. De 
preference, ces solutions, suspensions ou liposomes 
sont realises dans une phase agueuse st£rilis£e 
isotonigue, de pr6f6rence saline ou glucos6e. 

L' invention concerne plus particuli^rement de 
telles suspensions, solutions ou forme liposome qui 
sont aptes & etre administr6es par injections 
intradermiques , intramusculaires ou sous-cutan€es, ou 
encore par scarifications. 

Elle concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques administrables par d'autres voies, 
notamment par voie orale ou rectale, ou encore sous 
forme d'a6rosols destines a venir en contact avec des 
muqueuses, notaiament les muqueuses oculaires, 
nasales, pulmonaires ou vaginales. 

En consequence, elle concerne des compositions 
pharmaceutiques dans lesguelles l'un au moins des 
produits selon 1' invention se trouve associe a des 
excipients pharmaceutiguement acceptables, solides ou 
liquides, adapt£s & la constitution de formes orales, 
oculaires ou nasales, ou avec des excipients adapt£s 
a la constitution des formes d' administration 
rectale, ou encore avec des excipients geiatineux 
pour 1 'administration vaginale. Elle concerne aussi 
des compositions liquides isotoniques contenant l'un 

au moins des conjugu6s selon 1' invention, adapt€es a 

t 

1' administration sur les muqueuses, notamment 
oculaires ou nasales. 

Avant ageusement , les compositions vaccinales 
selon 1' invention contiennent en outre un v^hicule, 
tel gue la polyvinyl-pyrrolidone, facilitant 
1' administration du vaccin. A la place de la 
polyvinyl-pyrrolidone, on peut utiliser tout autre 
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type d' adjuvant au sens classigue que l'on donnait 
autrefois & cette expression, c'est-&-dire d'une 
substance permettant 1 'absorption plus ais£e d'un 
medicament ou facilitant son action dans 1'organisme. 
A titre d'exemples d'autres adjuvants de ce dernier 
type, on mentionnera encore la carboxym6thyl- 
cellulose, les hydroxydes et phosphates d' aluminium, 
la saponine ou tous autres adjuvants de ce type, bien 
connus de 1'homme de l'art. Enfin el les contiennent 
si besoin un adjuvant immunologique, notamment du 
type muramylpeptide. 

L' invention concerne aussi des compositions 
pharmaceutiques contenant a titre de substance active 
l'un au moins des anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux definis pr6c6demment en association avec 
un v6hicule pharmaceutiquement acceptable • 

1/ invention ne se limite evidemment pas aux 
modes de realisation d6crits ci-dessus a titre 
d'exemples et 1'homme de l'art peut y apporter des 
modifications sans pour autant sortir du cadre des 
revendications ci-aprfes ; notamment certains des 
acides amines intervenant dans la sequence des 
peptides selon 1' invention peuvent 6tre remplac6s par 
des acides amines isofonctionnels ou isosteriques ; 
par exemple, une ou plusieurs des substitutions 
suivantes peuvent etre envisagees : 

- Glu est substitue par Asp ou Gin, 

- Leu est remplace par Ala, etc. • . 

II est naturellement bien entendu que les 
peptides qui r6sultent de telles substitutions 
consistent en des equivalents des peptides plus 
part icul ierement revendiqu6s , d6s lors qu ' eux-memes 
ou des oligom%res ou conjugues formes a partir de ces 
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peptides pr6sentent des propri6t6s immunog^nes 
semblables. 

L' invention concerne £galement encore plus 
particuli6rement les M prot6ines chim^res" qui peuvent 
etre obtenues par les techniques du g€nie g£netique, 
ces prot6ines chimeres pouvant contenir une ou 
plusieurs des sequences peptidiques de 1' invention, 
et incorpor6es ou rattach£es & un fragment peptidique 
autre que la 0-galactosidase. Ce dernier fragment 
peptidique a de preference un poids moleculaire 
suffisant pour renforcer 1' immunogenicite des 
sequences peptidiques selon 1' invention et 
n' interfere pas du point de vue immunologique avec la 
manifestation de 1 ' immunogenicite recherchee. 

Des caracteristiques supplementaires de 
1' invention apparaitront encore au cours de la 
description qui suit des conditions dans lesquelles 
les polypeptides de 1' invention ont 6t6 obtenus. 

Des s6rums provenant d ' individus europ£ens 
vivant dans des zones end£miques et suivant une 
prophylaxie continue avec des medicaments dirig£s 
contre les schizontes des stades sanguins 
(chloroquine) ont 6t6 s61ectionn6s et testes en 
utilisant des antig£nes du stade sporozoite, du stade 
h6patique (antig&ne LS) , et des stades sanguins. La 
plupart de ces s6rums r£agissent avec les antigfenes 
de tous les stades probablement car la prophylaxie a 
6t6 interrompue. Trois s6rums prelev^s a partir 
d' individus ayant reside en Afrique tropicale rurale 
et ayant ing&r£ 100 ^g de chloroquine par jour sans 
interruption pendant 23 4 26 ans, ne r^agissent pas 
avec les antigdnes des stades sanguins suivant le 
test d' immunofluorescence (IFA) . Ces trois s6rums 
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possedant toutefois des titres eleves en anticorps 
diriges contre les sporozoites et les proteines LS 
(dilution IFA 1/3200 et 1/6400 respect ivement) . 

Un des trois serums precedents, de specif icite 
reduite, a ete utilise pour cribler une banque d'ADN 
genomique construite dans le bacteriophage Agt 11 de 
la maniere suivante : 

1) CONSTRUCTION DE LA BANQUE D'ADN GENOMIQUE DE 
Plasmodium falciparum . 

L'ADN genomique du clone 96 de la souche 
thailandaise Tak9 de P. falciparum (Science, 212 , 
1.37-1.38 (1981) a ete isole par les techniques 
classiques. 

Des echantillons de 18 pg d'ADN de P. falciparum 
ont ete incubes a 15 'C dans un tampon 50 mM Tris HC1 
PH 7.5, l mM MnCl 2 , 20 pg/ml de serum albumine 
bovine, avec des quantites respectives d'ADNase I 
(Boehringer Mannheim) de 5 pg pendant 5 minutes ou 
bien de 3.5 pg pendant 5 ou 10 minutes. Apres 
addition de 5 mM EDTA (Ethylenediamine tetracetique 
acide), les echantillons d'ADN sont reunis et 
purifies par extraction au melange 

phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25 V/24 V/l V) 
puis par 1 'ether. L'ADN est concentre par 
precipitation a l'ethanol a -20 «C en presence de 2.5 
M d' acetate d' ammonium. 

45 ^g d'ADN ainsi traite ont ete methyles par 
180 U d'Eco Ri methylase (Biolabs) dans les 
conditions recommandees par le fournisseur, avec 
1' addition supplementaire de 5 mM DTT 
(dithiothreitol) , pendant 15 minutes a 37 °c. Apres 
purification de l'ADN comme ci-dessus, 10 P g d'ADN 
ont ete incubes avec 40 mM Tris HC1 pH 8.0, 10 mM 
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sulfate d' ammonium, 10 mM 2-mercaptoethanol , 
0.5 m M EDTA, 0.05 mM NAD (nicotinamide adenine 
dinucieotide) 0.1 mM dXTP (comprenant les 4 
desoxynucleotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP et 
dTTP) en presence de 10 U T4 ADN polymerase (PL 
Biochemicals) et de 10 U de E. col i ADN ligase 
(Biolabs) . L'ADN a 6te purif i6 et concentre comme 
ci-dessus. 

8 /*g d'ADN ont alors et6 ligatures avec 0.4 /*g 
d'un adaptateur ou "linker" Eco Rl (adapt at eurs 
phosphoryies Eco Rl commercialisms par Biolabs) par 4 
U T4 ADN ligase (Biotec) dans le tampon 50 mM Tris 
HC1 pH 8.0, 10 mM MgCl 2 , 20 mM DTT, 1 mM ATP, 50 
Mg/ml serum albumine bovine. 

Apres incubation a 4°C pendant 5 heures, on 
ajoute 2 U T4 ADN ligase et la reaction est 
poursuivie h 4°C pendant 16 heures. Le tube est 
soumis & plusieurs cycles de congelation 4 
-80°C/decong61ation pour arreter la reaction. L'ADN 
est ensuite dilue et le tampon d' incubation a juste de 
fa<?on & obtenir les conditions recommandees par le 
fournisseur pour 1 'utilisation de 1' enzyme Eco Rl. 
100 U d'enzyme Eco Rl (Promega Biotec) sont ajoutees 
et incubees pendant 3 heures k 37 W C. La reaction est 
arretee par un chauffage de 10 minutes & 60 °C, et 
1'ADN est purif ie et concentre comme ci-dessus. 

L'ADN est resuspendu dans 100 pi de tampon 50 mM 
Tris HC1 pH 8.0, 1 mM EDTA, et depose sur un gradient 
5-20 % de saccharose prepare en 25 mM acetate de 
sodium, 10 mM EDTA et centrifuge dans le rotor 
Beckman SW 50.1 & 45,000 tours par minute pendant 150 
minutes. 
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Les fractions sont analys6es sur gel d' agarose 
et celles qui contiennent les fragments d'ADN de 
tailles comprises entre environ 300 pb. et 2 500 pb. 
sont rassemblfees, dialysees centre le tampon 50 mM 
Tris HC1 pH 8.0, 1 mM EDTA & 4°C L'ADN est concent r6 
par precipitation & l'6thanol. Environ 400 ng de cet 
ADN ont et6 ligatures & 1 /ig d'ADN du vecteur Agtll 
(Proc. Natl, Acad. Sci., USA, 80, 1194-1198 (1983)) 
coupe par Eco Rl et dephosphoryle (Protoclone de 
Promega Biotec) , dans un volume de 10 pi, (en tampon 
50 mM Tris HC1 pH 8.0, 10 mM MgCl 2 , 20 mM DTT, 1 mM 
ATP, 50 pg/ml serum albumine bovine) par 1 U T4 ADN 
ligase (Biotec) . 

Les produits de ligature ont ete encapsid6s in 
vitro dans les extraits d'E. coli prepar6s a partir 
des souches bacteriennes construites par B. Hohn 
(Methods Enzymol. 68, 299), selon la technique 
decrite par Maniatis et coll. (Molecular cloning, a 
laboratory manual, p. 264, Cold Spring Harbor 
Laboratory (1982) ) . 

Environ 7 millions de bacteriophages 
recombinants ont 6te obtenus. 
2) CRIBLAGE IMMUNO LOG I QUE DE LA BANQUE 

Les bacteriophages recombinants ont 6t6 etales 
sur un milieu de culture contenant la bact€rie 
indicatrice Y 1090 , h une densite de 50 , 000 plages 
par boite de P6tr i de 90 mm , et incub6s a 4 2 ° C 
pendant 3 heures. 

Un filtre de nitrocellulose (Schleicher & 
Schuell , BA 85) satur6 par 0,01 M IPTG isopropyl-b- 
thiogalactopyranoside ( S igma ) est depos6 sur les 
boites, qui sont incub€es & 37 °C pendant 3 heures. Au 
terme de ces incubations , les f iltres de 
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nitrocellulose sont prdlevts, et les boites de Petri 
conserves h 4°C 

Les filtres de nitrocellulose sont places dans 
un bain de tampon TL : 50 mM tris HCl pH 8.0, 150 mM 
NaCl, 5 % lait 6cr6m6, O.05 % Tween 20 (Sigma). Les 
filtres sont incubes 15 heures k 4°C en tampon TL, 
puis 2 fois 15 minutes a 20 °C. lis sont alors incubus 
pendant une heure avec un pool d' antiserums humains 
immuns diriges contre les antigenes de tous les 
stades de developpement de P. falciparum , traite au 
prealable pour le d6pleter en anticorps anti- E.coli 
selon la technique d6crite par Ozaki et coll. (J. 
Immunol. Methods, 89, 213-219, 1986). Le pool 
d' antiserums humains a ete utilise a la dilution 
1/200, en tampon TL. L' incubation a ete faite a 20 °C 
pendant 1 heure. Les filtres ont ete lav6s 4 fois 
avec le tampon TL, puis incub6s avec des anticorps 
anti-immunoglobulines humaines conjugues a la 
peroxydase de raifort (Biosys) et iodines h l'iode 
1251, pendant 1 heure k 20 °C Apr6s plusieurs lavages 
en tampon TL, puis en tampon 50 mM Tris HCl pH 8.0, 
150 mM NaCl, 1 'activity enzymatique de la peroxydase 
est r6v616e (Ozaki et coll, prdc6demment cite) , les 
filtres sont seches & 1'air libre et 
autoradiographies sur film Kodak Royal X-OMat AR, 
avec un ecran amplif icateur. 

Une collection d'environ 1 200 clones de 
bacteriophages recombinants a ete constitute en 
preievant les plages de lyse correspondant aux 
signaux posit if s. Ces clones ont 6te ensuite soumis a 
un second cycle de criblage immunologique, en 
employant cette fois un des trois strums humains 
precedemment d6crits et presentant pas ou peu 
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d' anticorps diriges contre les formes erythrocytaires 
de P. falciparum et un titre eleve contre les formes 
sporozoite et hepatique du parasite (formes pre- 
erythrocytaires) . Ce criblage immunologique a ete 
effectue selon le protocole decrit ci-dessus. ce 
serum a conduit a identifier environ 120 clones 
recombinants parmi 1200 testes. 

Les anticorps humains qui reagissent avec les 
determinants antigeniques exprimes par les clones 
recombinants ont ete purifies par affinite sur les 
proteines recombinantes , selon la technique decrite 
par Ozaki et coll. (precedemment cite). Ces anticorps 
specifiques ont ete incubes avec des preparations de 
parasites a differents stades de developpement 
(sporozoite, stade hepatique ou stades 

erythrocytaires), et la reaction a ete etudiee par 
immunofluorescence indirecte. 

Les clones recombinants sur lesquels sont 
retenus par affinite des anticorps specifiques du 
stade hepatique, et done qui expriment des 
determinants propres a ce stade ont ete etudies : il 
s'agit des clones DG 307, DG 199 et DG 145. Ces 
anticorps specifiques de ces trois clones reagissent 
specif iquement avec les schizontes hepatiques, tels 
que l'on peut les obtenir apres infection 
d'hepatocytes humains ou de singes par des 
sporozoites de P. falciparum ; la localisation de la 
fluorescence a ete determinee comme etant identique a 
celle consideree caracteristique de LSA. 

La specif icite d'espece et de stade des 3 clones 
DG 145, DG 199, et DG 307 a ete testee de la maniere 
suivante. Premierement , il a ete determine que les 
memes anticorps purifies par affinite et qui 
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reagissent par IFA (ou encore qui sont IFA positifs) 
avec LSA, ne reagissent pas avec des preparations de 
sporozoites seches ou humides, ni avec les antigenes 
des stades sanguins , qu ' ils soient testes par IFA 
avec des parasites fixes a 1 'acetone, ou par 
immunotransfert (immunoblotting) en utilisant des 
proteines de tous les stades extraites au SDS. Les 
anticorps purifies par affinite ne r6agissent pas 
avec les antigenes de stade hepatique de P. yoelii , 
ni avec les schizontes hepatiques de P. vivax 
prepares a partir de singes Saimiri sciureus > 

Deuxiemement , les proteines recombinantes de DG 
145, DG 199 et DG 307 ne reagissent pas avec les 
serums provenant de deux patients atteints de malaria 
(paludisme cause par P. falciparum ) par transfusion 
accidentelle et qui, par definition n'ont done pas 
d' anticorps contre les antigenes specif iques des 
stades precedents (sporozoites et antigenes du stade 
hepatique) . Ces proteines ne reagissent pas avec deux 
anticorps monoclonaux reconnaissant le tetrapeptide 
CS, avec les s6rums de souris immunisees avec les 
antigenes CS recombinants R32t et 32 (Science, 228 , 
958 (1985)). De plus, les proteines recombinantes 
n'ont pas reagi avec des antiserums humains diriges 
contre P. vivax (bien que les s6rums furent positifs 
avec les schizontes hepatiques de P. vivax ) , P. ovale 
et P. cynomolcri (Ann. Soc. Belg. Med. Trop., 60, 348 
(1980)) quand elles sont test6es par la technique de 
taches d # immunotransfert ( immunodot blots) , alors 
qu' elles sont positives avec tous les s6rums humains 
anti- P. falciparum testes. 

Au sein de cette sous-population de 120 clones 
sus-mentionn6e, une technique de criblage 



inununologique par des anticorps purifies par affinity 
sur le clone DG307 (ou 145, ou 199) conduit a la 
detection de 40 clones environ sur 120 presentant 
a ppar eminent 1' epitope caracteristique du LSA et 
defini par la structure de base de 17 acides amines 
citee plus haut. 

De meme des techniques d' identification par 
hybridation a l'aide de fragments d'ADN des memes 
clones (DG307) permettent d' identifier ces structures 
repetees dans les memes clones que ceux identifies 
par les tests immunologiques. 

Un criblage complementaire du sous-ensemble de 
40 clones appartenant a cette famille de l'antigene 
LSA a ete utilise pour identifier d'autres parties du 
gene comportant des sequences distinctes de celles 
definies par les repetitions de 17 acides amines. 
Pour ce criblage complementaire, des serums 
identifies comme ne reagissant pas avec les 
repetitions des 17 acides amines, mais positifs en 
immunofluorescence indirecte avec la structure 
peripherique du schizonte hepatique ou est situe 
l'antigene LSA, ont ete employes. Au sein de la 
famille des 40 clones du LSA, ces serums ont ete 
trouves positifs pour plusieurs d'entre eux, et l'un 
des clones comportant le plus grand insert, denomme 
DG536, a ete selectionne et etudie en detail. 

L' insert de 951 pa ires bases a ete purifi6 et 
redone dans le bacteriophage M13 mpl9. La sequence 
d'ADN et 1' organisation genomique du gene LSA ont 
alors ete determinees. La figure l montre que le 
clone comporte a l'extremite 5' une sequence de 209 
acides amines correspondant a une serie des 12 
repetitions de 17 acides amines, similaire a celle 
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d6crite dans 1' article de Gu6rin-Marchand et coll. 
(Nature, sus-mentionne) et comporte ensuite une serie 
de 106 acldes amines dont la structure est non 
repetitive. 

Ainsi qu'on le voit dans la figure 1, le motif 
de 17 acides amines est dans deux repetitions (cf. 
motif correspondant aux positions 35 h 51, et celui 
correspondant aux positions 137 a 153 de la figure 1) 
identique a celui decrit dans 1 'article de Guerin- 
Marchand et coll. et les autres repetitions 
presentent une substitution d'une leucine par une 
arginine (cf. positions 8, 59, 76, 110, 127, 161, 178 
et 195 de la figure 1) , une substitution d'un acide 
glutamique par un acide aspartigue (cf. positions 23 
et 91 de la figure 1) , ainsi qu'une substitution 
d'une serine par une arginine (cf. position 205 de la 
figure 1) . 

La taille de la proteine native du LSA dans le 
parasite a pu etre mesur6e au prix de grandes 
difficultes. Des schizontes hepatiques de 
P. falciparum ont 6t6 produits in vitro par infection 
d'h6patocytes humains de primo culture avec des 
glandes salivaires de moustiques contenant des 
sporozoites selon la technique decrite dans Mazier et 
coll. (Science n°227, p440, 1985). Aprfes 7 jours de 
culture, les cellules infectees sont recueillies et 
utilises pour preparer un extrait analyse en gel de 
polyacryl amide contenant du SDS et transf6r6 sur 
nitrocellulose. lies antigenes hepatiques sont ensuite 
r£v£l£s par un anticorps purifie par affinity sur les 
repetitions du 17 acides amines dejA cites du LSA. 
Ces anticorps marquent une proteine de poids 
moieculaire de 200 000 Daltons. 
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L'hybridation du clone DG307 avec les fragments 
d'ADN de P. falciparum obtenus par digestion avec une 
enzyme de restriction, la Mung Bean nuclease, selon 
les conditions decrites par McCutchans (NAR, 16, 14, 
6883-6896, 1988), capable de couper chaque extremite 
des genes du parasite, revele une bande unique d'un 
poids moleculaire de 5 Kbases coherent avec la taille 
de la proteine native mesuree dans l'extrait 
parasitaire. 

En microscopie electronique des schizontes 
hepatiques obtenus par injection de sporozoites de 
chimpanzes, le marquage des anticorps anti-LSA 
purifies par af finite, visualises par un deuxieme 
anticorps marque a l'or colloidal, revele que la 
molecule LSA est distribute : a) au stade du 
trophozoite hepatique et du schizonte jeune, dans des 
vacuoles contenant des granules qui s'ouvrent et se 
deversent dans la vacuole parasitophore, b) au stade 
du schizonte sub-mature Sges de 5 jours, en 
peripherie du schizonte hepatique dans les granules 
presents dans la vacuole parasitophore du parasite, 
c) chez les schizontes murs ages de 6 jours a 7 
jours, dans la vacuole parasitophore ainsi qu'entre 
les pseudo-cytomeres du schizonte, puis finalement 
autour des merozoites en formation. 

L'etude de la reponse immunologigue de sujets 
exposes au paludisme ainsi que d'animaux immunises 
avec les proteines recombinantes et/ou synthetiques , 
permet de preciser la fonction biologique de la 
proteine LSA et de certains segments de cette 
proteine en particulier ceux contenus dans les 
peptides synthetiques. 
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L' immunisation de souris par les protdines LSA- 
R-NR et l'6tude de la rdponse des lymphocytes de ces 
souris, ainsi que 1' immunisation par les peptides 
LSA-R de souris de diff6rents haplotypes par des 
peptides LSA-R, LSA-J et LSA-NR et enfin l'6tude des 
reponses des lymphocytes des sujets exposes au 
paludisme vis-&-vis des peptides LSA-R, indiquent 
qu'aucun Epitope T pour l , homme et la souris n'est 
d6fini par la partie repetee de la molecule LSA. Par 
contre, ainsi qu'il avait et6 indiqud precedemment , 
ces regions constituent un excellent Epitope B pour 
l'homme ou la souris, defini par la partie repetee de 
la molecule LSA, et les resultats compl Omenta ires 
obtenus depuis chez plus de 500 individus exposes au 
paludisme indiquent que cet epitope est reconnu par 
les anticorps de pres de 95 % des sujets etudies, au 
Senegal, en Haute Volta, a Madagascar et au Kenya. 

L' etude preliminaire des lymphocytes de 5 sujets 
africains adultes exposes au paludisme, ainsi que des 
lymphocytes de chimpanz6s (Pan troglodytes) immunises 
par la protdine recombinante LSA-R-NR (clone DG536) , 
r6vele qu'un Epitope T de la molecule LSA est ddfini 
par la sequence d'acides amines contenue dans le 
peptide synth6tique LSA-NR. Un autre epitote T 
pourrait 6tre contenu dans les sequences du peptide 
synth6tique LSA-J. Des reponses prolif 6ratives des 
lymphocytes humains et des lymphocytes de chimpanze 
immunise ont 6t6 observ£es apres stimulation par ces 
deux peptides, a) chez le chimpanz6 les ligndes 
lymphocytaires obtenues sont & 60% du phenotype CD8+, 
b) chez la souris, l'injection de 1'un ou 1'autre de 
ces peptides permet de "primer" immunologiquement le 
systfeme immunitaire de la souris et d'obtenir la 
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production a taux eleve d'anticorps contre 1 'Epitope 
B du peptide LSA-R apres 1' injection de la proteine 
recombinante LSA-R-NR. L' identification de ces 
epitopes capables de stimuler les lymphocytes T a une 
grande importance dans la mesure ou il a ete etabli 
dans le paludisme des rongeurs que la protection 
induite par des sporozoites irradies repose sur la 
production de lymphocytes cytotoxiques pour 
l'hepatocyte infecte, et capable de les detruire. 

En outre, 1' etude de 230 serums de sujets 
africains indique aussi que le peptide LSA-NR definit 
un epitope B, distinct de celui que l'on trouve dans 
les repetitions, reconnu par environ 65 % des sujets 
etudies. 

L'interet potentiel des epitopes T du LSA, en 
particulier, ceux contenus dans la partie non 
repetee, est en outre fortement renforce par les 
resultats obtenus chez le chimpanze: 

chez le chimpanze ayant ete immunise par 3 injections 
a 15 jours d'intervalles d'un melange de deux 
proteines recombinantes adsorbees sur alun, d'une 
part la proteine recombinante LSA-R-NR (clone DG536) , 
et d' autre part la proteine recombinante denommee 
DG729S (clone DG729S faisant partie des 120 clones 
sus-mentionnes) , plusieurs resultats importants ont 
pu etre obtenus: 

- une production d'anticorps specif iques de chacune 
des deux molecules recombinantes, c'est-a-dire 
reagissant avec la proteine LSA-R-NR et les peptides 
synthetiques, ainsi qu'avec la proteine recombinante 
729S, a ete detectee. 

une reponse proliferative specif ique des 
lymphocytes a ete obtenue vis-a-vis du peptide LSA- 



feuille Tecttftefe 



42 

NR, et 6galement du peptide LSA-J. Les lymphocytes 
prolif6rant sont pour 60% d'entre eux de ph£notype 
CD8+, qui correspond en particulier A des cellules T 
cytotoxiques . 

- Apr&s immunisation des chimpanz£s, une 6preuve 
d' infection par injection intraveineuse de 28 
millions de sporozoites de P. falciparum a 6t6 
realisee chez un chimpanze immunise et chez un 
chimpanz6 t6moin (ayant regu une proteine t£moin 
recombinante non apparent6e) , et des biopsies 
hepatiques ont ete r£alisees au 6eme jour apres 
infection. L'examen des biopsies montre 1' existence 
d'une reaction cellulaire, lympho-monocytaire, autour 
des schizontes hepatiques, infiltrant ces schizontes, 
et capables de les detruire. De telles images n'ont 
pas 6t6 observees chez le chimpanze ayant re$u 
1'antigdne controle. 

Cette reaction cellulaire t£moigne de 
1' existence d' epitopes T dans les molecules inject£es 
729 S et LSA-R-NR (DG 536), capables d'etre exprim6s 
dans les molecules inject£es, capables d'etre 
exprimes par les schizontes hepatiques , et d'induire 
un afflux cellulaire ; ce resultat est en accord avec 
les r6sultats des tests de proliferation 
lymphocytaires ; enfin il indique que la reponse 
immunitaire induite par les proteines recombinantes 
inject6es est capable lors de la penetration du 
parasite d'induire un afflux cellulaire, lui-m6me 
capable de concourir k la defense de 1'organisme, en 
detruisant les parasites en position intra- 
h6patocytaire. 



Les sp6cificit6s antig^niques et/ou 

immunologiques des polypeptides de 1' invention sont 
les suivantes : 

- le polypeptide 536 : 

* est reconnu : 

* par des anticorps provenant de sujets ayant 
le paludisme, 

. par des serums de chimpanzes immunises avec 
la proteine 536 complete recombinante, 

* co-reagit avec les polypeptides d6crits 
dans Guerin-Marchand et al (Nature sus- 
mentionne) par 1 ' intermediate des 
sequences repetitives, 

* induit la formation d' anticorps (presence 
d' Epitopes B) 

* induit des reponses prolif eratives de 
lymphocytes T (presence d' epitope T) chez 
le chimpanze et chez l'homme. 

le polypeptide NR comprend un epitope T 
important et un Epitope B pour 1'homme comme pour 
1 'animal immunise (souris et chimpanz6) 

- le polypeptide LSA-J comprend un epitope B 
distinct de celui de la r6p6tition de 17 acides 
acides amines probablement en raison de la 
substitution de S par R, et comprend un Epitope T 
reconnu chez l'homme et le chimpanz6. 

La prot6ine recombinante 729 S : 

- est reconnue : 

* par des anticorps de sujets exposes au 
paludisme, 

* par des serum de chimpanzes, et de souris, 
immunis6s par la proteine 729 S 
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- est mieux reconnue par les individus capables 
de resister & 1 ' impadulation que par ceux qui n'y 
resistent pas (au nord du Senegal, les inventeurs ont 
administre une cure radicale de chloroquine h 100 
individus, et suivi pendant la periode de 
transmission, de septembre & decembre, la re- 
positivation du sang a) chez les sujets qui se sont 
positives, aucun anticorps contre la proteine 729 S 
n'a 6t6 detects b) chez plus de la moitie de ceux qui 
ne se sont pas re-positives, il existait une reponse 
& taux elev6 contre la proteine 729 S) . 

II apparaitra immediatement h l'homme de metier 
que dans les sequences nucleiques sus-mentionnees, 
certains des nucleotides peuvent etre remp laces par 
d'autres en raison de la degenerescence du code 
gen6tique sans que pour autant les peptides codes ne 
soient modifies. Toutes ces sequences nucleotidiques, 
ainsi que celles qui codent pour des polypeptides qui 
different des precedents par un ou plusieurs acides 
amines sans que leur activity immunoggnique propre ne 
soit modifiee de fa?on semblable, font partie de 
1' invention. II en va naturellement de meme des 
sequences nucleotidiques qui peuvent etre 
reconstitutes et qui sont capables de coder pour des 
oligomeres tels qu'ils ont ete definis ci-apr6s. Les 
motifs monomeres sont lies directement bout h bout ou 
par 1' intermedia ire de sequences peptidiques sans 
effet sur les proprietes immunogeniques des 

oligomeres ainsi formes. 

Des bacteries hebergeant les susdits clones DG 
199 et DG 307 ont ete deposees a la Collection 
Nationale des Cultures de Microorganismes de 
l'Institut Pasteur de Paris (CNCM) , le 22 juillet 
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1986 respect ivement sous les num6ros 1-580 et 1-581. 
Des bact£ries hgbergeant le clone DG 145 ont 6t6 
d£pos£es le 15 septembre 1986 sous le num6ro 1-606. 
Les clones DG 536 et DG 729 ont 6t6 respect Ivement 
d£pos£s le 17 janvier 1991 sous le num£ro 1-1027 et 
le 17 janvier 1991 sous le numero 1-1028. 

Dans la formule qui precede, il est fait 
application de la nomenclature internationale 
designant chacun des aminoacides naturels par une 
lettre unique, notamment selon le tableau des 
correspondances qui suit : 
M Methionine 
L Leucine 
I Isoleucine 

V Valine 

F Phenylalanine 
S S6rine 
P Proline 
T Theorine 
A Alanine 

Y Tyrosine 
H Histidine 
Q Glutamine 
N Asparagine 
K Lysine 

D Acide Aspartique 
E Acide glutamique 
C Cysteine 
W Tryptophane 
R Arginine 
G Glycine 
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REVENDI CATIONS 
1. Molecule, ou composition polypeptidique, 
comportant au mo ins une sequence peptidique porteuse 
de tout ou partie, d'un ou plusieurs, Epitopes 
caracteristiques d'une proteine produite dans les 
hepatocytes infectes par P. falciparum , et plus 
particulierement porteuse de tout ou partie d'un, ou 
plusieurs, epitope (s) T des proteines produites au 
stade hepatigue de P. falciparum , caracterisee en ce 
que cette sequence peptidique est representee par 
tout ou partie de l'enchainement d'acides amines 
suivant : 

RKADTKKNLERKKEHGDI LAE DLYGRLE I P 
AIELPSENER6YYIPHQSSLPQDNRGNSRD 
S KE I S I IEKTNRES ITTNVEGRRDIHKGHL 
EEKKDGSIKPEQKEDKS 
cet enchainement d'acides amines etant, le cas 
echeant, precede par toute ou partie d'un ou 
plusieurs des enchainements de 17 acides amines de 
formule : 

X1DLEQX2RX3AKEKLQX4QQ 
QX1DLEQX2RX3AKEKLQX4Q 
QQX1DLEQX2RX3AKEKLQX4 
X4QQX1DLEQX2RX3AKEKLQ 
QX4QQX1DLEQX2RX3AKEKL 
LQX4 QQX1DLEQX2RX3 AKEK 
KLQX4QQX 1 DLEQX 2 RX 3 AKE 
EKLQX4QQX1DLEQX2RX3AK 
KEKLQX4QQX1DLEQX2RX3A 
AKEKLQX4 QQX 1DLEQX2 RX 3 
X3AKEKLQX4QQX1DLEQX2R 
RX3AKEKLQX4QQXXDLEQX2 
X2 RX 3 AKEKLQX4 QQX x DLEQ 
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QX 2 RX 3 AKEKLQX4QQX :L DLE 
EQX2RX3AKEKLQX4QQXXDL 
LEQX2RX3AKEKLQX4QQX1D 
DLEQX2RX3AKEKLQX4QQX1 

dans laguelle : 

. Xx est "Sear" ou "Arg", 
. X 2 est "Glu n ou "Asp", 
. X 3 est "Arg" ou "Leu", 
<■ X 4 est "Glu" ou "Gly". 

2. Molecule selon la revendication 1, 
caract6r isee par tout ou part ie de 1 ' enchainement 
d'acides amines suivant : 

LQEQQRDI^QRKADTKKNI^RKKEHGDILAEDLYGRLEIP 
AIELPSENERGYYIPHQSSLPQDNRGNSRDSKEISIIEKT 
NRESITTNVEGRRDIHKGHLEEKKDGSIKPEQKEDKS 

3. Molecule selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 caracteris6e par tout ou partie de 
1 'enchainement d'acides amines suivant : 

DTKKNLERKKEHGDI LAE DLYGRLE I P 

4 . Molecule selon la revendication l 
caract6risee par tout ou partie de 1 'enchainement 
d'acides amines suivant : 

ERRAKEKLQEQQRDLEQRKADTKK 

5. Mol6cule selon la revendication l 
caract6ris6e par tout ou partie de 1' enchainement 
d'acides amines suivant : 

RDELFNELLNSVDVNGEVKENII^ESQWDDIFNSLVKSVQQEQQHNVEEKVE 
ESVEENDEESVEENVEENVEENDDGSVASSVEESIASSVDESIDSSIEENVAP 
TVEEIVAPTVEEIVAPSVVEKCAPSVEESVAPSVEESVAEMLKER 
represent e sur la figure 3 et d6sign6 ci-aprfes par le 
polypeptide 729S. 
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6* Molecule selon la revendication 1 
caract£ris£e par tout ou partie de l'enchainement 
d'acides amines suivant : 

RDELFNELLNSVDWGEVKENILEESQVNDDIFNSLVKSVQQEQQHN 

7. Sequence peptidique d6riv6e d'une molecule 
selon l'une des revendications 1 & 6, cette sequence 
pr6sentant des modifications par substitution de 40% 
au maximum des acides amines tout en conservant 
1' activity biologigue de la molecule sus-mentionnee, 
notamment 1' induction d'une r6ponse des lymphocytes 
T, en particulier des lymphocytes T cytotoxiques . 

8. Composition immunogene caracterisee par 
1' association d'une molecule conforme a l'une 
quelconque des revendications 1 a 7, en association 
avec un v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 

9. Composition de vaccin dirigee contre le 
paludisme, contenant entre autres principes 
immunogenes , une molecule conforme a l'une quelconque 
des revendications 1 a 7. 

10. Sequence de nucleotides codant pour une 
sequence peptidique telle que d£finie dans la 
revendication 1. 

11. Sequence de nucleotides selon la 
revendication 10, correspondant selon le code 
g^netique universel a la sequence peptidique telle 
que d£finie dans l'une des revendications 2 & 7. 

12. Anticorps, polyclonaux ou monoclonaux, 
reconnaissant spdcif iquement les sequences 
peptidiques selon l'une quelconque des revendications 
1 a 7. 

13 . Methode de diagnostic in vitro du paludisme 
chez un individu susceptible d'etre infects par 
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P. falciparum qui comprend la mise en contact d'un 
t issu ou d ' un f luide biologigue pr61ev6 chez un 
individu avec une composition polypeptidique selon 
1 ' une des revendicat ions 1 h 7 dans des conditions 
permettant une reaction immunologique in vitro entre 
ladite composition polypeptidique et les anticorps 
eventuellemfent presents dans le tissu biologique, et 
la detection in vitro des complexes antigenes- 
anticorps 6ventuellement form6s. 

14. Methode de diagnostic in vitro du paludisme 
chez un individu susceptible d ' etre infects par 
P. falciparum qui comprend la mise en contact d'un 
tissu ou d'un f luide biologique preleve chez un 
individu avec des anticorps selon la revendication 12 
dans des conditions permettant une r6action 
immunologique in vitro entre lesdits anticorps et les 
proteines sp6cifiques de P. falciparum 6ventuellement 
presentes dans le tissu biologique, et la detection 
in vitro des complexes antigfenes-anticorps 
eventuellement formes. 

15. Coffret ou kit pour le diagnostic in vitro 
du paludisme selon la revendication 11 caract6rise en 
ce qu'il comprend : 

- une ou plusieurs composition (s) polypeptidique (s) 
selon 1'une des revendicat ions 1 & 7, 

- les r6actifs pour la constitution du milieu propice 
a la realisation de la reaction immunologique , 

- les reactifs permettant la detection des complexes 
antigfenes-anticorps produits par la r6action 
immunologique, ces r6actifs peuvant 6galement porter 
un marqueur , ou etre susceptibles d ' etre reconnus & 
leur tour par un react i f marqu6 , plus 
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particuli6rement dans le cas ou la composition 
polypeptidique sus-mentionn6e n'est pas marquee. 

16 . Cof f ret ou kit pour le diagnostic in vitro 
du paludisme selon la revendication 14 caract6rise en 
ce qu'il comprend : 

- des anticorps selon la revendication 12, 

- les reactifs pour la constitution du milieu propice 
a la realisation de la reaction immunologique, 

- les reactifs permettant la detection des complexes 
antigfenes-anticorps produits par la reaction 
immunologique, ces r6actifs peuvant egalement porter 
un marqueur, ou etre susceptibles d'etre reconnus a 
leur tour par un react if marque, plus 
particulierement dans le cas ou les anticorps sus- 
mentionnes ne sont par marqu6s. 

17, Vecteur recombinant pour le clonage d'une 
sequence nucieotidique selon l'une des revendications 
10 ou 11, et/ou 1 'expression du polypeptide code par 
la susdite sequence contenant un acide nucieique 
recombinant contenant au moins une sequence de 
nucleotides selon l'une des revendications 10 ou 11, 
dans 1'un des sites non essentiel pour sa 
replication, le dit vecteur etant notamment de type 
plasmide, cosmide ou phage et plus particulierement 
le plasmide DG536 depose h la CNCM sous le num6ro 
1-1027 le 17 janvier 1991, ainsi que le plasmide 
DG729S depose a la CNCM sous le numero 1-1028 le 17 
janvier 1991. 

18. Composition pharmaceutique compbrtant k titre 
de substance active un ou plusieurs anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux selon la revendication 12 
en association avec un v6hicule pharmaceutiquement 
acceptable. 
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19. Utilisation d'une molecule selon l'une 
guelcongue des revendications 1 & 7 pour la 
preparation d'un vaccin destine h la prevention du 
paludisme. 

20. Utilisation d'un ou plusieurs anticorps 
policlonaux ou monoclonaux selon la revendication 12 
pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement du paludisme. 
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FIGURE 4 



